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Introducción 
  El  establecimiento  de  interacciones  biológicas  entre  organismos  conlleva  en 
multitud  de  ocasiones  la  producción  de  toxinas  de  todo  tipo. De  entre  todas  estas 
toxinas  destacan,  por  su  potencia,  las  ribotoxinas.  Esta  familia  de  ribonucleasas 
fúngicas se ha estudiado con detalle desde su descubrimiento a principios de los años 
60. Las primeras que se describieron, como  la ‐sarcina,están producidas por hongos 
del género Aspergillus, aunque también se han encontrado en otras especies como el 
hongo entomopatógeno Hirsutella thompsonii que produce la hirsutelina A (HtA). 
  La  estructura  tridimensional  de  varias  de  estas  ribotoxinas  se  conoce  con 
resolución atómica, y el análisis mutacional ha permitido asignar a diferentes residuos 
papeles concretos, como su implicación en la catálisis, el reconocimiento del ribosoma 
o la interacción con membranas. Su elevada especificidad reside en su capacidad para 
hidrolizar un único enlace fosfodiester de una estructura conservada de rRNA que se 
conoce como el lazo de sarcina‐ricina (SRL) y que, localizado en la subunidad mayor del 
ribosoma, juega un papel esencial durante la traducción. El corte de este enlace inhibe 
la  biosíntesis  de  proteínas  y  produce  la muerte  celular. Además,  la  toxicidad  de  las 
ribotoxinas  también  depende  de  su  habilidad  para  cruzar  membranas,  cuya 
composición  lipídica  es  crítica  a  la  hora  de  determinar  su  especificidad  citotóxica, 
siendo más  eficientes  en  células  transformadas  o  infectadas  por  virus. Debe  haber, 
además, una  serie de  interacciones  específicas  con  elementos del  ribosoma que  las 
guíen  hacia  el  SRL,  algunas  de  las  cuales  ya  se  han  propuesto  como  resultado  de 
trabajos anteriores. 
  A pesar de que la función biológica de las ribotoxinas no se ha esclarecido aún, 
hay estudios que han sugerido propiedades insecticidas, apoyando su participación en 
mecanismos de defensa y parasitismo. El estudio detallado de  la estructura y función 
de esta familia de proteínas tóxicas ha mostrado su potencial uso como herramientas 
biotecnológicas.  Se  ha  avanzado  mucho  en  su  uso  como  agentes  antitumorales 
formando  parte  de  inmunotoxinas,  y  se  ha  estudiado  en  detalle  su  implicación  en 
alergias e  infecciones por Aspergillus, por ejemplo. En esta Tesis Doctoral se plantea 
también  su  uso  como  biopesticidas  en  el  control  de  plagas,  y  se  ha  comenzado  a 
explorar la posibilidad de utilizarlas como herramientas específicas en el estudio de la 
biogénesis  del  ribosoma,  facilitando  con  ellas  una  mayor  comprensión  de 
enfermedades humanas relacionadas con el ribosoma, las llamadas ribosomopatías. 
Objetivos 
‐Estudio  de  las  relaciones  estructura‐función  en  las  ribotoxinas.  En  concreto,  en  lo 
referente al papel que juegan en la actividad citotóxica algunos residuos de los bucles 
2  y  3 de  la ‐sarcina,  así  como  el papel de  la horquilla ‐amino‐terminal  y  algunos 
residuos del bucle 5 de la HtA. 
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‐ Caracterización de una nueva ribotoxina, denominada anisoplina, semejante a HtA, y 
producida por el hongo Metarhizium anisopliae. 
‐Análisis  comparativo  de  la  función  insecticida  de  las  ribotoxinas  fúngicas  más 
representativas,  y  evaluación  de  su  potencial  uso  en  el  control  de  plagas,  como 
alternativa a los pesticidas tradicionales. 
‐Estudio  de  la  interacción  de  las  ribotoxinas  fúngicas  con  el  ribosoma  eucariota, 
utilizando  como  modelo  la  levadura  Saccharomyces  cerevisiae,  analizando  la 
participación  del  tallo  ribosómico  eucariota  en  el mecanismo  de  interacción  de  la 
ribotoxina ‐sarcina con el ribosoma. 
‐Determinación del efecto de  las  ribotoxinas  fúngicas sobre el proceso de biogénesis 
del ribosoma eucariota. 
Resultados y discusión 
Relaciones estructura‐función en las ribotoxinas 
  En primer lugar se estudiaron aspectos específicos de la estructura y la función 
de las ribotoxinas ‐sarcina y HtA. En concreto, el papel que juegan los bucles 2 y 3 de 
la  ‐sarcina  (resultados  A1)  y  el  bucle  5  y  el  extremo  amino  terminal  de  la  HtA 
(resultados A2). 
  Los mutantes del bucle 3 de la ‐sarcina estudiados permitieron demostrar que 
esta  región  es  imprescindible  para  su  actividad  catalítica.  K111  y  K114  participan 
también  en  el  acercamiento  de  las  vesículas  lipídicas,  facilitando  su  agregación. 
Además, se ha descrito la existencia de una red de interacciones entre la K114 y la Y48, 
un residuo del centro activo clave en  la especificidad de  la ribotoxina por su sustrato. 
En cuanto al bucle 2, la H82 no parece ser esencial, si bien su sustitución por glutamina 
(H82Q) aumenta su capacidad de permeabilización de vesículas lipídicas. 
La  sustitución  de  los  residuos  79  a  93  del  bucle  2  en  la  ‐sarcina  por  los 
correspondientes residuos de HtA (ADAI) acorta notablemente su extensión, afectando 
a  la  disposición  geométrica  del  centro  activo  provocando  la  pérdida  completa  de 
actividad enzimática. Esta deleción, sin embargo, no cambia  la funcionalidad frente a 
vesículas lipídicas, por lo que se puede deducir que esta secuencia no está involucrada 
en la interacción con membranas. 
  La horquilla  amino terminal de la HtA es significativamente más corta y posee 
menos  cargas  positivas  que  la  de  la  ‐sarcina.  Ante  la  posibilidad  de  que  el 
acortamiento de esta región se vea compensado por  la mayor  longitud y orientación 
del bucle 5, se han producido y caracterizado diferentes variantes mutantes de HtA. La 
deleción de  la horquilla   amino  terminal da  lugar en este  caso  a una  variante que 
mantiene  la especificidad  ribonucleolítica  frente a  ribosomas y SRL, pero con menor 
actividad que  la HtA silvestre. Lo mismo ocurre con el resto de mutaciones puntuales 
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del  bucle  5.  Estos  resultados  sugieren  que  variaciones  en  el  microentorno  de  los 
centros activos afectan de distinta manera a ambas ribotoxinas, presentando HtA una 
mayor  plasticidad,  ya  que  los  cambios  realizados  pueden  ser  compensados  sin  que 
haya  una  pérdida  de  actividad.  La  ‐sarcina  poseería  un  centro  activo más  rígido, 
donde  la modificación de  los  residuos  implicados en  la  catálisis da  lugar a  variantes 
completamente inactivas. 
  El  análisis  del  genoma  del  hongo  entomopatógeno  Metarhizium  anisopliae 
reveló  la presencia de una proteína que compartía un 70% de  identidad de secuencia 
con HtA. Una proteína que resultó ser una nueva ribotoxina, denominada anisoplina 
(Anp)  (resultados  A3).  La  Anp  produjo  de  forma  recombinante  y  se  caracterizó 
estructural  y  funcionalmente,  demostrando  que  poseía  la  actividad  ribonucleolítica 
específica característica de las ribotoxinas. Hasta ahora se pensaba que, por su menor 
tamaño, HtA era una excepción dentro de  la familia de  las ribotoxinas. La descripción 
de  la  Anp  como  una  auténtica  ribotoxina  sugiere  la  posibilidad  de  que  exista  un 
subgrupo de proteínas de este tipo dentro de  la mencionada  familia; algo que habrá 
que  confirmar  mediante  el  análisis  pormenorizado  del  genoma  de  otros  hongos 
distintos a Metarhizium.  
Las ribotoxinas fúngicas como insecticidas 
  La actividad insecticida de la HtA sugería que ésta podría ser la principal función 
de  las ribotoxinas en el contexto biológico de  los hongos productores. Para confirmar 
este  supuesto,  se  realizó un estudio  comparativo entre esta proteína y  la ‐sarcina, 
una  de  las  ribotoxinas  más  representativas  (resultados  B1  y  B2).  Los  resultados 
demuestran  la casi  idéntica  toxicidad de ambas proteínas  frente a  larvas de Galleria 
mellonella y cultivos de células de  insecto. Una toxicidad que es además dos órdenes 
de magnitud mayor que  la que presentan  frente a  células  tumorales humanas. Este 
resultado apoya  la  idea de que su función en el medio natural o es  la de defender al 
hongo  frente  a  insectos  depredadores  o  la  de  contribuir  al  establecimiento  de 
relaciones  de  parasitismo  con  ellos.  En  este mismo  sentido, Anp  también  posee  un 
nivel  muy  parecido  de  actividad  tóxica  frente  a  células  de  insecto.  Todos  estos 
resultados  apoyan  la posible utilización de estas proteínas  como biopesticidas en el 
control de plagas, como se discute con detalle a lo largo dela Memoria (resultados B2).  
Mecanismo de interacción de las ribotoxinas con el ribosoma eucariota 
  Las  interacciones  electrostáticas  que  establecen  inicialmente  las  ribotoxinas 
con el ribosoma son una de  las claves que explican su eficaz reconocimiento del SRL. 
No es descartable, sin embargo, que también se establezcan contactos más específicos 
con regiones del ribosoma que las ayuden en su especificidad. De hecho, no todas las 
ribotoxinas muestran  la misma eficacia cuando se enfrentan a ribosomas de distintas 
especies,  si  bien,  en  último  término  todas  las  que  se  conocen  sí  son  capaces  de 
degradar cualquier SRL. En este contexto, ya se ha predicho  la  interacción entre  la ‐
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sarcina y las proteínas ribosomales uL14 y uL6. Hay otras proteínas, de origen vegetal 
en este caso y con actividad glicosidasa, que comparten diana con  las ribotoxinas (las 
ribosome  inactivating  proteins  o  RIP).  La  ricina,  que  también  da  nombre  al  SRL,  es 
probablemente la más conocida. Esta ricina interacciona con proteínas ácidas del tallo 
para acceder al SRL. Por esto motivo, y dado el carácter tan básico de  las ribotoxinas 
fúngicas,  se  pensó  que  sería  interesante  comprobar  si,  además  de  diana  catalítica, 
estas  toxinas  compartían  también  su  capacidad  de  interacción  con  el  tallo.  Los 
resultados  del  apartado  C1  de  esta Memoria  indican  lo  contrario.  La  ‐sarcina  no 
utiliza este tallo ribosómico para  interaccionar con el ribosoma y aproximarse al SRL. 
Los experimentos realizados prueban, tanto in vivo como in vitro, que el corte de este 
bucle de rRNA por parte de la ‐sarcina se produce con la misma eficacia en presencia 
o en ausencia de las correspondientes proteínas ácidas en el ribosoma.  
La maduración del ribosoma como nueva diana de las ribotoxinas 
  El proceso de ensamblaje de los ribosomas es complejo, y en él participan más 
de  300  factores  entre  proteínas  y  RNAs.  Comienza  en  el  nucleolo,  prosigue  en  el 
nucleoplasma  hasta  que  se  forma  la  partícula  funcionalmente  activa  en  el  citosol. 
Hasta  ahora,  la  actividad  de  las  ribotoxinas  fúngicas  sólo  se  había  estudiado 
conribosomas maduros. Sin embargo,  las partículas pre‐60S  también contienen rRNA 
susceptible de ser atacado por estas toxinas. Se ha analizado la actividad de ‐sarcina 
sobre  partículas  pre‐60S  de  levadura  y  el  efecto  del  corte  del  SRL  sobre  la  ruta  de 
biogénesis  del  ribosoma  (resultados  C2).  Los  resultados muestran  que  la  ‐sarcina 
puede  acceder  al  núcleo  de  las  levaduras,  aunque  no  corta  el  pre‐rRNA  27S  que 
contienen  las partículas pre‐60S  en  estados  tempranos de maduración.  La  actividad 
ribonucleolítica de ‐sarcina sí que se observó sobre partículas pre‐60S citoplásmicas, 
que  ya  contienen  rRNA  25S;  es  decir  partículas  en  los  últimos  estadíos  de  su 
maduración.  Por  otra  parte,  este  corte  del  SRL  no  parece  provocar  ningún  defecto 
significativo  en  la  ruta  de  biogénesis  del  ribosoma,  a  excepción  de  un  aumento 
exacerbado  de  la  transcripción  del  pre‐rRNA  35S.  Esto  podría  indicar  que  los 
intermedios de  la biogénesis del  ribosoma no  son  la principal diana de actuación de 
estas toxinas, sino más bien un efecto colateral de su elevada especificidad, algo que 
no haría sino potenciar su citotoxicidad. 
Conclusiones 
‐ La triada de  lisinas del bucle 3 de ‐sarcina es esencial para el reconocimiento y el 
corte  del  SRL.  K111  y  K114    participarían,  además,  en  la  interacción  con  vesículas 
lipídicas, y la interacción entre K114 y Y48 parece ser esencial para la catálisis. 
‐  La deleción del bucle 2  completo, que  contiene a  la H82, da  lugar a  la pérdida de 
actividad catalítica de la toxina frente a todos los sustratos ensayados, pero no afecta a 
las interacciones con lípidos.  
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‐  Los  mutantes  de  HtA  K115E,  K118E,  K123E  y  (8‐15)  mantienen  su  actividad 
ribonucleolítica  específica,  aunque  ésta  es menor  en  comparación  con  la  proteína 
silvestre. La horquilla  amino terminal de la HtA y la K123 del bucle 5 parecen jugar un 
papel importante en la actividad insecticida de esta proteína. 
‐ Se ha aislado y caracterizado una nueva proteína tóxica, denominada anisoplina, que 
es  producida  por  el  hongo  entomopatógeno  Metarhizium  anisoplae.  Presenta 
características  moleculares  y  funcionales  muy  similares  a  las  de  HtA,  lo  que  ha 
permitido clasificarla como una auténtica ribotoxina. 
‐ Las propiedades insecticidas de la HtA no son exclusivas de ésta, sino que parecen ser 
una característica de todas  las ribotoxinas,  lo que posibilita su futura utilización en el 
diseño de nuevos biopesticidas para el control de plagas. 
‐  La  ‐sarcina  no  interacciona  con  las  proteínas  ácidas  del  tallo  ribosómico  para 
acceder y cortar el SRL. El mecanismo de reconocimiento del SRL parece ser, por tanto, 
diferente al que utilizan las RIPs del tipo de la ricina. 
‐  La  ‐sarcina  es  capaz  no  sólo  de  inactivar  ribosomas  maduros,  sino  también 
partículas pre‐60S en  las últimas etapas de  la maduración. Sin embargo, el pre‐rRNA 
27S no es sustrato de esta ribotoxina. 
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Introduction 
 Fungi  establish  a  complex  network  of  biological  interactions  with  other 
organisms  in  nature.  In many  cases,  these  involve  the  production  of  toxins. Among 
these  toxins,  ribotoxins  stand  out  as  promising  candidates  for  their  use  in 
biotechnological applications. This family of fungal ribonucleases has been thoroughly 
studied  since  their  discovery  in  the  1960's.  The  first  ones  to  be  discovered,  like ‐
sarcin, were  produced  by Aspergillus,  although  they  have  also  been  found  in  other 
species  like  the  entomopathogenic  fungus  Hirsutella  thompsonii  which  produces 
Hirsutellin A (HtA). 
  The  structure of  several  ribotoxins  is already known at atomic  resolution and 
mutational  studies  have  assigned  specific  roles  to  specific  residues,  like  their 
implication  in  catalysis,  ribosome  recognition  or  interaction  with  membranes. 
Ribotoxins are highly specific, capable of hydrolyzing a single phosphodiester bond of a 
rRNA  conserved  structure  known  as  the  sarcin‐ricin  loop  (SRL),  located  in  the  large 
ribosome subunit and essential  for translation. Cleavage of this specific bond  inhibits 
protein biosynthesis and  leads  to  cell death. Furthermore,  toxicity of  ribotoxins also 
depends on their ability to cross lipid membranes which lipid composition is important 
for  their  specificity,  being  more  efficient  on  transformed  or  virus‐infected  cells. 
Moreover, there must be specific interactions with ribosome regions that lead them to 
the SRL, some of them have already been previously proposed.  
  Although the native function of ribotoxins in nature has not been assigned yet, 
some  studies  have  proven  their  insecticidal  properties,  supporting  their  role  in 
parasitism and/or defense mechanisms against predators. Within  the same  idea,  the 
detailed study of the structure and function of this family of toxic proteins has pointed 
out their potential as biotechnological weapons. Much has been done regarding their 
use  as  antitumoral  immunotoxins,  and  their  implication  in  allergies  and Aspergillus‐
related  infections.  In  this  Thesis,  we  propose  the  use  of  fungal  ribotoxins  as 
biopesticides, and also as tools for the study of ribosome biogenesis which in the long 
term  may  be  useful  to  understand  ribosome‐related  diseases,  the  so‐called 
ribosomopathies. 
Objectives 
‐ Study of structure‐function relationships in ribotoxins with specific focus on the role 
of ‐sarcin  loops  2  and  3  residues,  as well  as  the N‐terminal  hairpin  and  loop  5 
residues of HtA. 
‐ Characterization of a new  ribotoxin, anisoplin,  similar  to HtA and produced by  the 
fungus Metarhizium anisopliae. 
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‐ Comparative  study of  the  insecticidal properties of  the most  representative  fungal 
ribotoxins, evaluating their potential use as biological control agents as an alternative 
to classical pesticides. 
‐Study of  the  interaction of  fungal  ribotoxins with  the eukaryotic ribosome using  the 
yeast  Saccharomyces  cerevisiae  as  the  model  organism,  analyzing  whether  the 
ribosomal  stalk  is  involved  in  the  mechanism  of  interaction  of  ‐sarcin  with  the 
ribosome. 
‐Determination  of  the  effect  of  fungal  ribotoxins  on  the  eukaryotic  ribosome 
biogenesis pathway. 
Results and discussion 
Structure‐function relationships of fungal ribotoxins 
  We  first  studied  specific  aspects  of  the  structure  and  function  of  ribotoxins. 
Mainly, the role of loops 2 and 3 of ‐sarcin (results A1) and loop 5 and the N‐terminal 
 hairpin of HtA (results A2). 
  The mutants  of  loop  3  of ‐sarcin  herein  studied  showed  that  this  region  is 
crucial for its specific catalytic activity. K111 and K114 are involved in approaching lipid 
vesicles, contributing to the vesicle aggregation processes observed in the presence of 
this protein. Moreover, we have described the existence of a network of  interactions 
between K114 and Y48, a key residue in the specificity of the ribotoxin. Regarding loop 
2,  H82  does  not  seem  to  be  essential  but  its  substitution  for  glutamine  (H82Q) 
enhances the lipid vesicles permeabilizing ability. 
  Substitution of  residues 79  to 93 of  loop 2  in ‐sarcin  for  the  corresponding 
stretch of HtA (ADAI) considerably shortens  it, affecting the geometrical arrangement 
of the active site and causing the loss of its enzymatic activity. This deletion, however, 
does  not  change  its  lipid  interacting  abilities,  implying  that  this  sequence  is  not 
involved in the interaction with membranes. 
  The  N‐terminal    hairpin  of  HtA  is  considerably  shorter  and  contains  less 
positive charges than ‐sarcin. To check the hypothesis that this shorter hairpin might 
be  compensated  by  the  greater  length  and  different  orientation  of  loop  5,  we 
produced different mutant variants of HtA. The deletion of  the N‐terminal  hairpin 
resulted  in  a  protein  that  still  retained  the  specific  ribonucleolytic  activity  against 
ribosomes  and  the  SRL, but  this  activity was  lower  than  that one observed  for wild 
type  HtA.  The  same  happened  with  the  other  single‐residue  mutations  of  loop  5 
studied. These  results  suggest  that variations of  the microenvironment of  the active 
sites  differentially  affect  both  ribotoxins,  being  HtA  more  adaptable  and  able  to 
compensate  changes without  losing  its activity. The active  site of ‐sarcin would be 
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then  more  rigid,  explaining  why  modification  of  its  catalytic  residues  renders 
completely inactive mutants.  
  Finally, analysis of  the genome of  the entomopathogenic  fungus Metarhizium 
anisopliae  revealed  the existence of  a protein  that  shares 70% of  sequence  identity 
with HtA. This protein was indeed a ribotoxin, named anisoplin (Anp) (results A3). Anp 
was  produced  as  a  recombinant  protein  in  Escherichia  coli  and  structurally  and 
functionally characterized, showing the specific ribonucleolytic activity characteristic of 
ribotoxins.  So  far,  the  smaller  size  of  HtA  made  this  toxin  an  exception  among 
ribotoxins. The discovery of Anp as a true ribotoxin suggests the possibility that there 
is  a  new  subgroup  of  proteins within  ribotoxins.  This  hypothesis  should  be  further 
studied by analyzing in detail the genome of other fungi apart from Metarhizium.  
Fungal ribotoxins as insecticides 
  The insecticidal activity of HtA suggested that this could be the main function of 
ribotoxins  in  the  biological  context  of  the  fungus.  To  prove  this  assumption,  we 
performed  a  comparative  study  with  this  protein  and  ‐sarcin,  one  of  the  most 
representative  ribotoxins  (results B1 and B2). Results  show  that both proteins  share 
almost identical toxicity against Galleria mellonella larvae and insect cell cultures. This 
toxicity  is  two orders of magnitude higher  than  the one  they display against human 
tumor  cells,  supporting  the  idea  that  in  the  natural  environment  these  ribotoxins 
either  defend  the  fungus  against  predator  insects  or  enable  the  establishment  of 
parasitic  relationships with  them.  In  this  regard, Anp also shares  this  toxicity against 
insect  cells.  This  study  would  support  the  potential  use  of  these  proteins  as 
biopesticides in biological control, as it is discussed along this Thesis (results B2). 
Mechanism of interaction between ribotoxins and the eukaryotic ribosome 
  Electrostatic  interactions  initially  established  between  ribotoxins  and  the 
ribosome are  important to explain their efficient recognition of the SRL.  It cannot be 
discarded,  however,  that  more  specific  contacts  with  other  ribosomal  regions  are 
established  to  enhance  their  specificity.  In  fact,  not  all  ribotoxins  show  the  same 
efficiency when assayed against  ribosomes of different origins, whereas  they  can all 
degrade  the SRL, regardless  its origin.  In  this direction,  it has already been predicted 
the  interaction  between ‐sarcin  and  ribosomal  proteins uL14  and  uL6. Other  toxic 
proteins such as ricin (the so‐called ribosome inactivating proteins, RIP), of plant origin 
and  glycosidase  activity,  share  target with  ribotoxins.  It  has  been  shown  that  ricin 
interacts with  the acidic proteins of  the  ribosomal  stalk  to access  the SRL. This  fact, 
together with  the basic  character of  fungal  ribotoxins,  led us  to  check  if apart  from 
sharing  the  SRL  as  target,  these  toxins  also  shared  the  ability  to  interact with  the 
ribosomal  stalk. The  results herein presented discard  this hypothesis  (results C1). ‐
sarcin does not use the ribosomal stalk to interact with the ribosome and approach the 
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SRL. Both  in  vivo and  in  vitro experiments prove  that  the  cleavage of  the SRL by ‐
sarcin is equally efficient in the presence or absence of acidic proteins in the ribosome.  
Ribosome maturation as a new target of ribotoxins 
  Assembly of  ribosomes  is a complex process  in which more  than 300  factors, 
both  proteins  and  RNAs,  are  involved.  It  begins  in  the  nucleolus,  continues  in  the 
nucleoplasm until  the  functional particle  is  formed  in  the  cytoplasm. Until now,  the 
activity of  fungal  ribotoxins has only been studied with mature  ribosomes. However, 
pre‐60S particles also contain rRNA susceptible of being attacked by these toxins. For 
that  reason,  the activity of ‐sarcin on  these pre‐60S particles has been analyzed  in 
this  Thesis,  as well  as  the  cleavage  of  SRL  along  the  route  of  ribosome  biogenesis 
(results C2). Results show that, even though ‐sarcin can enter yeast nucleus, it is not 
able  to  cleave  the  27S  pre‐rRNA  contained  in  early  pre‐60S  particles.  The 
ribonucleolytic activity of ‐sarcin was only observed on late pre‐60S particles, mainly 
cytoplasmic,  which  contain  mature  25S  rRNA.  Besides,  SRL  cleavage  does  not 
considerably affect ribosome biogenesis apart  from an enhanced transcription of the 
35S pre‐rRNA. This could indicate that intermediate events of ribosome biogenesis are 
not the main target of fungal ribotoxins but a collateral effect of their high specificity, 
enhancing their toxicity. 
Conclusions 
 ‐ The triad of lysines in loop 3 of ‐sarcin is essential for SRL recognition and cleavage. 
K111 and K114 would indeed participate in the interaction with lipid vesicles, and the 
interaction between K114 and Y48 seems to be essential for catalysis. 
‐  Deletion  of  loop  2  of  ‐sarcin, which  contains  H82,  leads  to  the  loss  of  catalytic 
activity of  the  toxin against  the substrates used, but does not affect  the  interactions 
with lipids. 
‐  The mutant  variants of HtA  K115E,  K118E,  K123E  and (8‐15)  retain  their  specific 
ribonucleolytic  activity,  although  it  is  lower  than  in  the  wild  type  protein.  The  N‐
terminal  hairpin of HtA and K123  in  loop 5  seem  to play an  important  role  in  the 
insecticidal activity of this protein. 
‐ A new toxic protein, named anisoplin (Anp), has been characterized. It is produced by 
the  entomopathogen  fugus Metarhizium  anisopliae,  and  has  similar molecular  and 
functional features than HtA. It can be considered a ribotoxin.  
‐ The insecticidal properties of HtA seem to be characteristic of all ribotoxins, allowing 
the future use of these proteins in the design of new biopesticides. 
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‐ ‐Sarcin does not  interact with  the acidic proteins of  the  ribosomal  stalk  to access 
and  cleave  the  SRL.  The  mechanism  of  recognition  of  the  SRL  is  therefore  quite 
different than the one used by plant RIPs like ricin. 
‐ ‐Sarcin is capable of inactivating not only mature ribosomes, but also late pre‐60S 
particules. However, 27S pre‐rRNA is not cleaved by this ribotoxin. 
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Las ribotoxinas fúngicas como herramientas biotecnológicas: un 
conjunto de aplicaciones multidisciplinares. 
 
Resumen 
  En  la  naturaleza,  los  hongos  establecen  una  compleja  red  de  interacciones 
biológicas con otros organismos. En muchas ocasiones, éstas conllevan  la producción 
de  toxinas  de  todo  tipo.  Algunas  de  estas  toxinas  presentan  una  elevada  actividad 
insecticida, lo que ha llevado a pensar que puedan participar en la defensa del hongo 
frente a diferentes depredadores. De entre todas estas toxinas destacan, debido a su 
potencial uso en distintas aplicaciones biotecnológicas, las ribotoxinas. Esta familia de 
proteínas  está  constituida  por  ribonucleasas  (RNasas)  altamente  específicas,  cuya 
diana  es  una  secuencia  de  RNA  ribosomal  conservada  universalmente,  el  lazo 
sarcina/ricina.  Su  potencial  biotecnológico  ya  ha  sido  demostrado,  pues  se  han 
utilizado con éxito como agentes antitumorales, formando parte de inmunotoxinas. A 
continuación se discute  la posible  función  insecticida de estas proteínas, así como su 
potencial uso como herramientas biotecnológicas en distintas aplicaciones, desde  su 
utilización  en  terapias  frente  al  cáncer  o  la  alergia,  hasta  su  empleo  como 
bioinsecticidas en el control de plagas o incluso como herramientas para el estudio de 
algunas ribosomopatías humanas. 
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  Casi  cualquier  nicho  ecológico  del  planeta  está  poblado  por  organismos  que 
establecen  entre  ellos  una  gran  variedad  de  interacciones  biológicas,  desde  el 
mutualismo al antagonismo, enfocadas sobre todo a  la búsqueda de recursos para su 
supervivencia  (luz,  nutrientes,  agua,  etc.).  En  particular,  los  hongos  constituyen  una 
rica  fuente  de  nitrógeno  y  fósforo  para  artrópodos,  y  por  ello  son  atacados 
constantemente  por  fungívoros  como  colémbolos,  ácaros  e  insectos  (Berenbaum  y 
Eisner  2008).  Sin  embargo,  también  pueden  establecer  relaciones  de  mutualismo, 
como  las  que  presentan  con  las  hormigas  arrieras  con  el  hongo  que  usan  como 
alimento. De este modo, aparece en  la naturaleza una compleja red de  interacciones 
que  incluye  la  depredación,  defensa  y  alimentación.  En  este  contexto,  los  hongos 
producen  una  amplia  variedad  de  toxinas, muchas  de  ellas  proteicas.  Estas  toxinas 
pueden  ser  secretadas  por  muy  diferentes  motivos,  aunque  la  autodefensa  y  el 
correcto desarrollo del hongo parecen ser sus principales funciones. 
  Las  ribotoxinas  fúngicas constituyen una  familia de RNasas extracelulares que 
se han estudiado con detalle desde su descubrimiento a principios de los años 60. No 
son  las  únicas  RNasas  producidas  por  hongos,  pero  sí  las  únicas  que  presentan 
actividad citotóxica. Estas proteínas son producidas por distintas especies de hongos, 
generalmente  del  género  Aspergillus,  aunque  también  las  producen  otros  hongos 
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entomopatógenos  como Hirsutella  thompsonii  (Martínez‐Ruiz  et  al.  1999, Martínez‐
Ruiz et al. 1999, Lacadena et al. 2007, Herrero‐Galán et al. 2008). Son extremadamente 
específicas, ejerciendo su actividad ribonucleolítica sobre la molécula mayor del rRNA. 
Desde este punto de vista podrían  incluirse en el grupo de proteínas  inactivantes del 
ribosoma (ribosome‐inactivating proteins, RIPs), aunque este término suele referirse a 
las  toxinas  con  actividad N‐glicosidasa  y de origen  vegetal,  entre  las que destaca  la 
ricina,  una  toxina  que  se  encuentra  en  las  semillas  de  la  planta  Ricinus  communis. 
Tanto  las  RIPs  como  las  ribotoxinas  tienen  como  diana  la  misma  secuencia 
universalmente  conservada  de  rRNA,  conocida  como  lazo  sarcina/ricina  (sarcin/ricin 
loop,  SRL), bien despurinando un único nucleótido o bien  cortando un único enlace 
fosfodiester,  respectivamente.  No  obstante,  los mecanismos  por  los  cuales  ambos 
tipos  de  toxina  reconocen  esta  diana  parecen  ser  bastante  diferentes  (Chiou  et  al. 
2008, Olombrada et al. 2014). 
  A pesar de que la función biológica de las ribotoxinas no se ha esclarecido aún, 
muchos  estudios  han  demostrado  las  propiedades  insecticidas  de  al menos  dos  de 
estas proteínas, apoyando  su participación en mecanismos de defensa y parasitismo 
(Brandhorst  et  al.  1996,  Brandhorst  et  al.  2001, Olombrada  et  al.  2013).  El  estudio 
detallado tanto de la estructura como de la función de esta familia de proteínas tóxicas 
ha  demostrado  su  potencial  uso  como  herramientas  biológicas,  bien  como 
bioinsecticidas  en  el  control  de  plagas  (Olombrada  et  al.  2014),  bien  como  agentes 
antitumorales frente a algunos tipos de cáncer (Tome‐Amat et al. 2015c). Además, se 
podrían utilizar también como herramientas específicas en el estudio de enfermedades 
humanas  relacionadas  con  el  ribosoma,  las  llamadas  ribosomopatías  (Narla  y  Ebert 
2010, Nakhoul et al. 2014). 
 
Las ribotoxinas fúngicas 
 
  Las  ribotoxinas  no  son  las  únicas  RNasas  producidas  por  hongos.  De  hecho, 
forman parte de un grupo más amplio de RNasas fúngicas extracelulares en el que las 
ribotoxinas son las únicas que presentan actividad citotóxica. Estas ribotoxinas son de 
mayor  tamaño  que  las  RNasas  fúngicas  no  tóxicas,  pero  siguen  siendo  pequeñas 
proteínas de unos 150 aminoácidos  y, generalmente, básicas.  La principal diferencia 
estructural entre  las RNasas no  tóxicas,  como  las RNasas  T1 o U2,  y  las  ribotoxinas 
sería  que  estas  últimas  poseen  bucles más  largos,  cargados  positivamente,  lo  que 
sugiere  que  dichos  bucles  son  la  base  estructural  de  su  citotoxicidad  (Martínez‐del‐
Pozo et al. 1988). La  identificación de  las características estructurales que hacen a  las 
ribotoxinas tan eficientes en su acción citotóxica ha permitido dar un gran paso hacia 
su utilización  como herramientas específicas  contra plagas de  insecto o en distintas 
patologías humanas. Hasta el momento, las ribotoxinas mejor caracterizadas son la ‐
sarcina,  la restrictocina,  la Aspf1 y  la hirsutelina A  (HtA). Las tres primeras presentan 
un elevado grado de conservación, con identidades de secuencia por encima del 85%. 
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Sin embargo, HtA, una ribotoxina producida por H. thompsonii, solo comparte un 25% 
de  identidad  de  secuencia  con  ellas  (Figura  1).  Esta  observación  confirma  que  la 
presencia de ribotoxinas entre los hongos está más extendida de lo que inicialmente se 
pensaba, y no se restringe solo al género Aspergillus (Liu et al. 1995, Martínez‐Ruiz et 
al. 1999, Martínez‐Ruiz et al. 1999, Varga y Samson 2008). 
  La actividad  ribonucleolítica de  las  ribotoxinas es extremadamente específica, 
dirigida a una secuencia de rRNA muy conservada en cualquier ribosoma conocido, el 
SRL  (Figura  1).  Esta  secuencia  se  localiza  en  la  molécula  grande  de  rRNA  de  la 
subunidad mayor del  ribosoma. Durante  la  traducción, el SRL  junto con  la  región de 
unión a uL11, el tallo L7/L12 (P1/P2 en levadura) y las proteínas uL6 y uL14, constituye 
un  sitio  de  unión  a  factores  de  elongación  que  es  esencial  para  el  correcto 
funcionamiento del ribosoma (Garcia‐Ortega et al. 2010, Voorhees et al. 2010). El SRL 
es además la secuencia más larga de rRNA conservada universalmente, y su estructura 
es  muy  similar  en  ribosomas  de  arqueas,  bacterias  y  eucariotas.  Consiste  en  una 
horquilla  distorsionada  cuyas  características  estructurales más  significativas  son  un 
tetrabucle GAGA y un motivo de G prominente. Las ribotoxinas cortan un único enlace 
fosfodiester  del  tetrabucle  GAGA,  produciendo  un  pequeño  fragmento  de  300‐400 
nucleótidos  de  rRNA,  conocido  como  fragmento  .  Esta  observación  avala  su 
extraordinaria especificidad dado que un ribosoma contiene más de 5000 enlaces de 
este tipo. Estas toxinas son RNasas ciclantes que presentan un mecanismo ácido‐base  
de  ruptura  endonucleolítica  de RNA  en  dos  etapas,  como  los  otros miembros  de  la 
familia de  la RNasa T1  (Lacadena et al. 1998, Lacadena et al. 2007). El corte de este 
enlace  fosfodiester  inhibe  la biosíntesis de proteínas y produce  la muerte celular por 
apoptosis (Olmo et al. 2001). 
  La  estructura  tridimensional  de  varias  ribotoxinas  se  conoce  con  resolución 
atómica  (Figura  1)  (Yang  y Moffat  1996,  Pérez‐Cañadillas  et  al.  2000,  Viegas  et  al. 
2009).  El  análisis  mutacional  ha  permitido  la  asignación  de  papeles  concretos  a 
diferentes residuos (implicación en la catálisis, reconocimiento del SRL y del ribosoma, 
interacción con  la membrana, etc.). En el caso de  la ‐sarcina,  los residuos catalíticos 
son His 50, Glu 96 e His 137. Glu 96 actuaría  como base general y  la His 137  como 
ácido general (Lacadena et al. 1995, Martinez‐Ruiz et al. 1999). La His 50 contribuiría a 
la  estabilización  del  estado  de  transición.  Estos  tres  residuos  son  esenciales  para  la 
inactivación específica de los ribosomas. Otros estudios similares han mostrado cómo 
Tyr  48,  Arg  121  y  Leu  145,  aunque  no  son  esenciales,  contribuyen  a  la  actividad 
catalítica de la ‐sarcina. Los residuos catalíticos equivalentes en HtA (His 42, Glu 66 e 
His  113)  fueron  identificados  por  comparación  de  su  estructura  con  la  de  otras 
ribotoxinas. Dicha  comparación mostró  cómo  efectivamente  los  residuos  esenciales 
están  conservados,  si  bien  la  HtA  también  presenta  algunas  características  más 
parecidas a las de las RNasas no tóxicas del tipo T1 (Phe 126 en lugar de la equivalente 
Leu 145, por ejemplo) o, incluso, otras características completamente nuevas (Asp 40  
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Figura 1. A) Estructura  tridimensional de  la  subunidad mayor del  ribosoma de Escherichia  coli 
(PDB  ID  2AW4).  Aparecen  destacadas  en  color  las  proteínas  próximas  al  SRL:  uL3  (rojo),  uL6 
(verde), uL11 (rosa), uL14 (morado) y uL16 (amarillo). También se muestran los rRNA 23S (gris) y 
5S (cian). GAC, centro de activación de GTPasa. La ampliación destaca la zona cercana al SRL, y el 
propio SRL, donde se indica el enlace cortado por la ‐sarcina y la adenina que despurinan otras 
RIPs como la ricina. B) Alineamiento de secuencia de las RNasas fúngicas más representativas. Se 
indican  los  residuos  conservados  del  centro  catalítico  (*)  así  como  las  cisteínas,  también 
conservadas,  que  forman  los  puentes  disulfuro  (C).  Los  aminoácidos  invariables  aparecen 
destacados en negro, y los elementos de estructura secundaria se indican en distintos colores en 
la parte  inferior del alineamiento. También  se muestran  las estructuras  tridimensionales de  la 
RNasa  T1  y de  las  ribotoxinas más  representativas  (PDB  IDs:  1DE3, 1AQZ,  2KAA,  9RNT).  Estos 
diagramas se generaron usando el programa PyMOL. 
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en  lugar  de  Tyr  48)  (Herrero‐Galán  et  al.  2012).  También mediante mutagénesis  se 
demostró  que  el  centro  activo  de  la  HtA  podría  poseer  un  microambiente  más 
adaptable  que  el  de  la  ‐sarcina,  ya  que  ninguno  de  los  residuos  catalíticos 
identificados  parece  ser  indispensable  para  la  catálisis,  como  sí  sucede  con  ésta 
(Herrero‐Galán et al. 2012). 
  La  toxicidad  de  las  ribotoxinas  resulta  de  la  combinación  de  su  actividad 
ribonucleolítica  altamente  específica  y  de  su  habilidad  para  cruzar  membranas 
lipídicas. Hasta  el momento  no  se  han  descrito  receptores  proteicos  que  expliquen 
esta  capacidad  para  internarse  a  través  de  las  membranas.  Por  ello,  aunque  las 
ribotoxinas son capaces de  inactivar cualquier ribosoma,  la composición  lipídica de  la 
membrana celular es crítica a  la hora de determinar su especificidad citotóxica. Se ha 
descrito,  por  ejemplo,  cómo  las  ribotoxinas  son  más  eficientes  en  células 
transformadas o infectadas por virus, muy probablemente debido a una permeabilidad 
y/o  composición  de  la membrana  celular  alteradas  (Turnay  et  al.  1993, Olmo  et  al. 
2001). En este  sentido es  importante destacar que  las membranas de  las  células de 
insecto  tienen una composición  lipídica particular,  siendo más  finas y  fluidas,  lo que 
parece hacerlas más sensibles y accesibles a  la actividad citotóxica de  las ribotoxinas 
(Marheineke et al. 1998, Olombrada et al. 2013). El uso de vesículas  lipídicas modelo 
ha  permitido  demostrar  que  la  ‐sarcina  interacciona  con  vesículas  ricas  en 
fosfolípidos ácidos. Esta  interacción produce  la agregación de estas vesículas, seguida 
de  su  fusión,  con  intercambio  de  fosfolípidos,  que  finaliza  con  la  liberación  de  su 
contenido acuoso (Figura 2) (Gasset et al. 1989, Gasset et al. 1990). No obstante, éste 
no parece ser un mecanismo general para todas las ribotoxinas, ya que aunque la HtA 
no  promueve  agregación  de  vesículas,  sí  que  parece  poseer  mayor  capacidad  de 
permeabilización  de  membranas,  al  menos  en  los  experimentos  de  liberación  de 
contenidos acuosos (Herrero‐Galán et al. 2008, Olombrada et al. 2013). En la ‐sarcina 
parece que  la región que comprende  los residuos 116‐139 participa en  la  interacción 
hidrofóbica  con  las membranas  (Mancheño  et  al.  1995, Mancheño  et  al.  1998),  y 
recientemente se ha mostrado que  las  lisinas 111 y 114  también participarían en  las 
interacciones electrostáticas que permiten el contacto entre vesículas necesario para 
su  fusión  (Castaño‐Rodríguez et al. 2015). En cuanto a  la HtA, parece que serían sus 
triptófanos  71  y  78  los  que  participarían  en  la  permeabilización  de  las membranas 
(Herrero‐Galán et al. 2012). Esta habilidad para interaccionar con membranas lipídicas 
también  se  ha  asociado  con  la  horquilla  amino‐terminal  de  las  ribotoxinas.  La 
deleción  de  esta  región  cargada  positivamente  produce  una  RNasa  activa,  pero  no 
tóxica, con alteraciones precisamente en esta capacidad (García‐Ortega et al. 2001). Es 
precisamente  en  esta  región  donde  las  ribotoxinas  muestran  también  mayor 
variabilidad.  En  la  HtA,  además,  la  horquilla  amino‐terminal  es mucho más  corta 
(Figura  1),  una  alteración  estructural  que  podría  ser  compensada  por  la  mayor 
extensión  del  bucle  5,  que  también  posee  una mayor  cantidad  de  cargas  positivas 
(Herrero‐Galán et al. 2012). 
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Figura 2. Esquema del mecanismo de fusión lipídica inducido por la ‐sarcina. Esta fusión acaba 
produciendo vesículas inestables, lo que se refleja en la liberación de su contenido acuoso. 
 
  La  superficie  de  las  ribotoxinas  está  cargada  positivamente,  lo  que  podría 
favorecer  el  establecimiento  de  interacciones  electrostáticas  no  sólo  con  las 
membranas, sino también con el ribosoma (García‐Mayoral et al. 2005, Korennykh et 
al. 2006, Álvarez‐García et al. 2009). Una idea que encaja con la observación de que la 
elevada  especificidad  de  las  ribotoxinas  requiere  la  participación  de  elementos 
adicionales, más allá de  los que conforman el centro activo, para poder  interaccionar 
con otras regiones del ribosoma y reconocer el SRL. En este sentido, se ha propuesto 
que una región rica en lisinas del bucle 3 interaccionaría con las cargas negativas de los 
fosfatos en el entorno de  la G prominente del SRL, mientras que  los residuos 51 a 55 
del bucle 2 de la α‐sarcina, y algunos de sus residuos del bucle 5, serían los encargados 
de contactar con el tetrabucle GAGA, que después es cortado por la toxina (Yang et al. 
2001, García‐Mayoral et al. 2005). El modelado del reconocimiento del ribosoma por 
las ribotoxinas, utilizando las estructuras del ribosoma de Haloarcula marismortui y de 
la ‐sarcina, sugiere también que, además de estas posibles  interacciones con el SRL, 
la ‐sarcina podría interaccionar con algunas proteínas del ribosoma cercanas a dicho 
lazo de rRNA. Este modelado predice que una secuencia corta del bucle 2 contactaría 
con la proteína uL6, mientras que los residuos 11 a 16 de la horquilla amino‐terminal 
interaccionarían  con  la  proteína  uL14  (Figura  1).  Esta  segunda  secuencia  muestra 
además  gran  similitud  con  una  región  del  factor  de  elongación  2  (EF‐2)  de 
Saccharomyces cerevisiae (García‐Mayoral et al. 2005), que se une a la misma zona del 
ribosoma para ejercer su función. Basándose en estas observaciones, parece razonable 
pensar que otras regiones del ribosoma encargadas de  interaccionar con  factores de 
elongación puedan  también establecer  interacciones  con estas  toxinas. Por ejemplo, 
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las proteínas del  tallo  ribosómico. En este  sentido, ha  sido demostrado que algunas 
RIPs,  como  la  ricina,  la  tricosantina y algunas  toxinas del  tipo Shiga,  sí que  lo hacen 
(Chiou  et  al.  2008,  Tumer  y  Li  2012).  De  hecho,  esta  estructura  protuberante  del 
ribosoma sirve a algunas de estas RIPs como plataforma de anclaje para su posterior 
reconocimiento  del  SRL.  Se  trata  sin  embargo  de  una  situación  compleja  ya  que,  a 
pesar  de  compartir  la misma  diana,  no  todas  las  RIPs  se  comportan  de  la misma 
manera.  Por  ejemplo,  la  proteína  antiviral  del  carmín  (pokeweed  antiviral  protein, 
PAP), que también es una RIP de plantas, no establece ningún tipo de interacción con 
las proteínas del mencionado tallo ribosómico (Ayub et al. 2008). Tampoco parece ser 
éste  el  caso de  las  ribotoxinas,  al menos  en  el  caso de ‐sarcina  (Olombrada  et  al. 
2014).  Un  resultado  que  sugiere  que  el  mecanismo  por  el  cual  las  ribotoxinas 
reconocen y se aproximan al ribosoma es muy diferente del que utilizan RIPs como la 
ricina. 
 
El género Aspergillus y otros hongos productores de ribotoxinas. 
 
  Las  ribotoxinas  fúngicas  fueron  descubiertas  en  los  años  60  durante  un 
programa de búsqueda de antibióticos y agentes antitumorales en el Departamento de 
Salud  de Michigan.  El  hongo  Aspergillus  giganteus  producía  una  proteína  capaz  de 
inhibir el crecimiento de sarcomas y carcinomas inducidos en ratones (Olson y Goerner 
1965), a  la que  se  llamó ‐sarcina. Poco después, otras dos proteínas  con actividad 
similar,  restrictocina  y mitogilina,  fueron  descubiertas  en Aspergillus  restrictus. Más 
recientemente se ha publicado que todas  las especies asignadas al género Aspergillus 
sección Clavati contienen genes para ribotoxinas (Varga y Samson 2008). Este género 
Aspergillus comprende un grupo complejo y ubicuo de hongos  filamentosos  formado 
por más de 185 especies, incluyendo patógenos humanos, como Aspergillus fumigatus, 
así  como  otras  especies  de  interés  en  la  industria  para  la  producción  de  comida  o 
enzimas, como Aspergillus oryzae (Machida et al. 2005). Curiosamente, A. fumigatus, 
un patógeno oportunista humano, produce  la ribotoxina Aspf1  (Figura 1). El genoma 
de estas dos especies,  junto con el de Aspergillus nidulans, ya se conoce desde hace 
algunos  años  (Galagan  et  al.  2005).  Es  más,  en  2008  ya  se  había  completado  la 
secuencia de más de siete especies de Aspergillus,  lo cual constituye un prometedor 
avance  en  el  estudio  de  la  biología  de  los  hongos  y  su  evolución.  De  hecho,  la 
secuenciación del genoma de otros hongos podría utilizarse para  la  identificación de 
nuevas  especies  productoras  de  ribotoxinas.  Además,  la  comparación  de  estos 
genomas con los de otras especies no productoras podría ayudar a elucidar la función 
biológica de estas proteínas.  
  La mayoría  de  hongos  filamentosos  posee  un  ciclo  de  vida  complejo.  Como 
otros Ascomycota, algunos Aspergilli pueden alternar ciclos de reproducción sexual y 
asexual  (Figura  3).  A.  nidulans  es  un  buen  ejemplo  para  describirlos,  ya  que  posee 
ambos  tipos de reproducción  (Casselton y Zolan 2002). En  la reproducción sexual, se 
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suceden  la  cariogamia  (fusión  nuclear)  y  meiosis.  El  hongo  desarrolla  un  cuerpo 
fructífero,  el  cleistotecio,  que  produce  esporas  sexuales  o  ascosporas.  Hasta  el 
momento,  sólo  se  ha  observado  este  tipo  de  reproducción  en  algunos  Aspergilli. 
Durante el ciclo asexual, el micelio, que se desarrolla a partir de una espora haploide, 
se  diferencia  en  muchas  esporas  idénticas,  conidiosporas,  capaces  de  formar  una 
nueva red de hifas. No existen muchos estudios acerca de la expresión de ribotoxinas 
en  su  entorno  natural,  ni  su  papel  en  el  ciclo  vital  del  hongo.  La  presencia  de 
ribotoxinas  se  ha  detectado,  sin  embargo,  durante  la  reproducción  asexual  de  A. 
restrictus.  Este  hongo  produce  la  ribotoxina  restrictocina,  que  es  prácticamente 
indistinguible de ‐sarcina, en un momento muy específico del desarrollo del hongo: 
las primeras etapas de  la formación del conidióforo (Brandhorst y Kenealy 1992). Los 
primeros estudios que revelaron este dato se realizaron en medio de cultivo  líquido, 
donde  el  hongo  crecía  sumergido.  En  ellos  se  observaba  una  correlación  entre  la 
aparición  de  restrictocina  en  dicho  medio  y  algunas  estructuras  diferenciadas  del 
hongo  (Yang  y  Kenealy  1992).  Aún  así,  estas  estructuras  no  se  desarrollan 
adecuadamente en un entorno líquido. Por ello, estudios posteriores utilizando medio 
de cultivo sólido, que se asemeja más al ambiente natural de estrés hídrico en el que 
se  encuentra  A.  restrictus,  revelaron  que  los  niveles  de  restrictocina  aumentaban 
progresivamente  hasta  el  momento  de  la  maduración  de  los  conidios,  siendo 
degradada justo después (Brandhorst y Kenealy 1992). En medio sólido, la restrictocina 
aparecía  exclusivamente  en  la  superficie  de  las  fiálides  y  desaparecía  tras  la 
maduración  de  los  conidios  (Figura  3).  Posibles  explicaciones  para  este  patrón  de 
expresión de las ribotoxinas incluyen la posibilidad de que la restrictocina participe en 
el  proceso  de  maduración  de  los  conidios,  o  que  simplemente  tenga  un  papel 
protector durante dicha maduración frente a depredadores, hasta que el desarrollo se 
haya completado. Una vez terminada  la maduración,  la restrictocina sería degradada 
para que  los  insectos que se alimentan del hongo puedan transportar y diseminar  las 
esporas  a  otros  lugares.  En  línea  con  la  hipótesis  de  una  función  protectora  de  las 
ribotoxinas durante la maduración del conidio, se han realizado algunos estudios sobre 
el comportamiento alimenticio del escarabajo fungívoro Carpophilus freemani durante 
la producción de  restrictocina  (Brandhorst et  al. 1996).  Los  individuos  adultos de C. 
freemani se alimentaban menos de A. restrictus durante  la formación de  los conidios, 
algo  que  no  ocurría  cuando  se  alimentaban  de  A.  nidulans.  Esta  alteración  en  la 
alimentación de  los  insectos se puede relacionar con un  incremento de  la producción 
de  restrictocina  en  A.  restrictus  mientras  que  A.  nidulans  no  produce  ninguna 
ribotoxina. Además,  la expresión heteróloga de  restrictocina en A. nidulans  también 
desfavorecía  la  alimentación  de  C.  freemani  adultos  (Brandhorst  et  al.  2001), 
relacionando este efecto con la producción de la ribotoxina. 
Introducción/Introduction 
 
41 
 
 
Figura  3.  Reproducción  de Aspergillus  y  posible  localización  de  las  ribotoxinas. Aspergillus  puede 
poseer un ciclo  reproductivo sexual o asexual. Durante el ciclo sexual, el micelio  forma un cuerpo 
fructífero, el cleistotecio, que contiene las ascosporas que se liberan al medio ambiente para formar 
nuevas hifas. En la reproducción asexual, el micelio se diferencia en esporas asexuales idénticas, las 
conidiosporas. Las  ribotoxinas se producirían durante  la maduración de  los conidios,  localizándose 
en  los  extremos  de  las  fiálides  (rojo).  Además  de  estos  ciclos,  Aspergillus  también  puede 
reproducirse de manera parasexual (no mostrado en la figura). 
 
  Como  se  ha  comentado  anteriormente,  la  producción  de  ribotoxinas  no  se 
restringe sólo al género Aspergillus (Liu et al. 1995, Liu et al. 1996, Martínez‐Ruiz et al. 
1999, Martínez‐Ruiz et al. 1999, Varga y Samson 2008). De hecho, Hirsutella  incluye 
más de 50 especies que infectan a una gran variedad de invertebrados y. al menos uno 
de ellos, H. thompsonii, también produce una ribotoxina. Este hongo es el causante de 
epidemias naturales en poblaciones de ácaros eriofioides. En condiciones  in vivo, sus 
conidios  se adhieren a  la  cutícula del hospedador, germinan  y penetran a  través de 
ella. Las hifas crecen en el  interior del artrópodo y se reproducen de manera asexual, 
contactando  con  nuevos  hospedadores  para  empezar  un  nuevo  ciclo  de  infección 
(Peng et al. 2002). En los años 90 se realizaron estudios sobre la toxicidad del filtrado 
del medio de cultivo de este hongo, mostrando una alta especificidad por  la subclase 
Acari, aunque también resultaba tóxico para otros artrópodos como polillas, moscas y 
larvas de mosquito (Vey et al. 1993). Es más, el papel de las toxinas en la patogénesis 
de  la  infección por H. thompsonii también se ha  investigado.  Inicialmente se observó 
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que  otros  hongos  entomopatógenos,  como  Metarhizium  anisopliae  o  Bauveria 
bassiana,  producían  péptidos  cíclicos  que  resultaban  ser  tóxicos  para  insectos  (de 
Bekker et al. 2013). Estos péptidos inducen parálisis inmediata y mortalidad temprana 
cuando  se  inyectan  en  larvas  de  la  polilla  Galleria  mellonella,  por  ejemplo. 
Análogamente,  si  se  inyectaba  el  filtrado  del medio  de  cultivo  de H.  thompsonii  se 
observaban síntomas similares, si bien más lentos, pero igual de letales para las larvas 
de la polilla. Fueron estas investigaciones las que llevaron a la identificación de la HtA 
como  una  proteína  producida  por  H.  thompsonii  var.  thompsonii  con  actividad 
insecticida frente a larvas de G. mellonella y Aedes aegypti (Liu et al. 1995, Mazet y Vey 
1995). Esta  toxina se purificó y caracterizó, observándose que era capaz de  inactivar 
ribosomas  (Liu  et  al.  1996)  según  un mecanismo  idéntico  al  de  las  ribotoxinas.  El 
análisis  de  162  cepas  reveló  la  presencia  del  gen  de  HtA  en  100  de  ellas,  pero  la 
expresión  de  HtA  tenía  muy  baja  correlación  con  la  mortalidad  inducida  en  G. 
mellonella  por  los  filtrados  del  hongo,  concluyéndose  que  debía  haber  factores  de 
toxicidad adicionales involucrados en la actividad insecticida del hongo (Maimala et al. 
2002). No existen  todavía estudios  sobre  la  localización exacta de HtA en el hongo, 
como  los  llevados  a  cabo  con A.  restrictus.  Por  ello,  aún  no  se  puede  relacionar  la 
producción de esta  toxina  con ningún estadío de  su desarrollo. Poco después de  su 
descubrimiento, HtA  se  relacionó ya directamente con  las  ribotoxinas, dado que era 
capaz  de  cortar  específicamente  rRNA  de  células  Sf9  de  Spodoptera  frugiperda, 
inhibiendo  el  crecimiento  celular  (Liu  et  al.  1995).  Se  sometió  a  HtA  a  una 
caracterización  estructural  y  funcional  exhaustiva,  demostrando  que,  a  pesar  de  su 
menor tamaño y poca  identidad de secuencia, se trataba de una auténtica ribotoxina 
(Herrero‐Galán et al. 2008, Viegas et al. 2009, Herrero‐Galán et al. 2012, Herrero‐Galán 
et al. 2012). 
  De hecho,  fue esta  caracterización  la que permitió plantear  la posibilidad de 
que  las  ribotoxinas  estuvieran  actuando  como  insecticidas  naturales.  Esta  idea  está 
también apoyada por el hecho de que Aspergillus, hasta ahora el mayor productor de 
ribotoxinas,  comparte  nicho  ecológico  con  varios  insectos,  y  como  método  de 
supervivencia podría haber desarrollado  la producción de armas defensivas como  las 
ribotoxinas. Además,  la  inclusión de  restrictocina pura en  la dieta de  los  insectos es 
capaz de matar  larvas de C.  freemanii y S.  frugiperda, y  los  individuos adultos de C. 
freemani dejan de alimentarse, cuando el hongo produce esta ribotoxina, como ya se 
ha comentado (Brandhorst et al. 1996). La comparación directa de la actividad de HtA 
y ‐sarcina  demostró  que  ésta  última  es  casi  tan  tóxica  como HtA  frente  a  larvas, 
cultivos celulares y ribosomas de  insecto (Olombrada et al. 2013), y  la caracterización 
bioquímica  y  enzimática  frente  a  células  de  insecto  puso  de manifiesto  que  ambas 
inhiben  la  síntesis de proteínas y causan  la  liberación del  fragmento  característico 
del  corte  del  SRL  (Olombrada  et  al.  2013),  como  ya  se  había  demostrado  con 
ribosomas  de  otros  organismos  (Lacadena  et  al.  2007,  Herrero‐Galán  et  al.  2008, 
Garcia‐Ortega  et  al.  2010).  En  las  condiciones  ensayadas,  sin  embargo,  HtA  es 
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significativamente más  activa  que ‐sarcina  frente  a  ribosomas  aislados,  sugiriendo 
que el paso a través de las membranas celulares puede ser limitante para su actividad 
citotóxica. Por supuesto, en su ambiente natural su eficiencia puede estar influida por 
otros factores adicionales, como su tasa de producción o de secreción, o su estabilidad 
en el ambiente en el que se produce. 
  El hecho de que  las ribotoxinas puedan  inactivar cualquier ribosoma conocido 
hasta  la  fecha  plantea  la  pregunta  de  cómo  los  hongos  protegen  a  sus  propios 
ribosomas (Miller y Bodley 1988). Las ribotoxinas se sintetizan como precursores que 
maduran en los distintos compartimentos celulares. El hongo debe poseer un sistema 
muy  eficiente  de  reconocimiento  de  la  secuencia  señal  y  de  compartimentalización 
subcelular  para  que  las  toxinas  sean  secretadas  únicamente  al medio  extracelular 
(Endo et al. 1993, Endo et al. 1993a, Martínez‐Ruiz et al. 1998, Lacadena et al. 2007). 
De  hecho,  cuando  la  secuencia  señal  se  altera  o  se  cambia  por  otra  diferente,  la 
expresión  heteróloga  de  restrictocina  en  A.  nidulans muestra  niveles  reducidos  de 
transcripción, mayor  lisis  celular  y  deslocalización  de  la  ribotoxina,  que  no  aparece 
siempre  en  las  fiálides  del  hongo  (Brandhorst  y  Kenealy  1995),  sugiriendo  que  la 
secuencia  señal  original  de  la  restrictocina  es  altamente  eficiente  en  su  papel  de 
proteger  al  hongo  durante  la  secreción.  Además,  el  gen  de  la  restrictocina  en  A. 
restrictus posee un  intrón al comienzo de su secuencia  (Lamy y Davies 1991),  lo que 
estaría en sintonía con el hecho de que, recientemente, un estudio ha demostrado que 
los  intrones pueden utilizarse para atenuar  la toxicidad de  la barnasa para su uso en 
terapia génica suicida  (Chen 2012). La existencia de este  intrón en  la restrictocina es 
sólo un ejemplo de cómo el hongo puede utilizar estrategias adicionales para proteger 
sus  propios  ribosomas  durante  la  síntesis  y  secreción  al medio  extracelular  de  las 
ribotoxinas. 
 
Los potenciales usos biotecnológicos de las ribotoxinas fúngicas. 
 
  I. Inmunotoxinas  
  Durante  las últimas dos décadas,  las ribotoxinas  fúngicas se han estudiado en 
gran detalle. Su estructura y actividad  ribonucleolítica específica  se conocen bien en 
términos  moleculares  (Lacadena  et  al.  2007).  Y  a  pesar  de  que  su  función  en  la 
naturaleza aún no se ha esclarecido, estas ribotoxinas ya se están proponiendo como 
posibles agentes  terapéuticos. De hecho,  inicialmente se descubrieron como agentes 
antitumorales, aunque estudios posteriores revelaran una toxicidad inespecífica frente 
a células no tumorales (Roga et al. 1971), abandonándose temporalmente su estudio. 
Más adelante, el interés por las ribotoxinas se recuperó al demostrarse que se podían 
utilizar como componentes de inmunotoxinas en terapias antitumorales. 
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Figura  4.  Las  ribotoxinas  como  agentes  inmunoterapéuticos.  A)  Estructura  general  de  una 
inmunotoxina,  que  se  compone  de  un  dominio  de  unión,  normalmente  un  fragmento  de 
anticuerpo  responsable  de  interaccionar  con  un  tipo  celular  específico,  y  un  dominio  tóxico, 
como por ejemplo ribotoxinas, o incluso RNasas no tóxicas como la RNasa T1, que promueven la 
muerte celular. B)  IMTXA33s, una  inmunotoxina que contiene ‐sarcina como dominio tóxico, 
se  ha  estudiado  in  vivo,  demostrándose  que  es  capaz  de  inhibir  el  crecimiento  tumoral  y  la 
angiogénesis en ratones atímicos con xenotrasplantes humanos de cáncer de colon. 
 
  Las inmunotoxinas son moléculas quiméricas compuestas por un fragmento de 
anticuerpo específico, que se encarga de reconocer un tipo celular concreto, unido a 
un dominio  tóxico que promueve  la muerte celular  (Figura 4)  (Reiter y Pastan 1998, 
Kreitman 2001). Para evitar el elevado tamaño del anticuerpo completo, lo cual podría 
obstaculizar  la  penetración  de  la  inmunotoxina  en  tumores  sólidos,  se  han 
desarrollado nuevas estrategias que utilizan sólo sus dominios variables. En cuanto al 
dominio  tóxico,  se  han  utilizado  varias  toxinas  como  la  ricina,  la  exotoxina  A  de 
Pseudomonas o  la  toxina diftérica  (Kreitman 2006). A pesar de  ser más eficaces, en 
muchos casos estas toxinas provocan efectos secundarios no deseados. 
  Las ribotoxinas fúngicas poseen una serie de características que  las convierten 
en candidatas óptimas para  la construcción de  inmunotoxinas: pequeño tamaño, alta 
termoestabilidad,  poca  inmunogenicidad,  resistencia  a  proteasas  y  alta  eficiencia 
inactivando  ribosomas.  Ya  se  han  diseñado  y  caracterizado  inmunotoxinas  frente  a 
cáncer de colon que contienen ribotoxinas (‐sarcina) y otras RNasas fúngicas (RNasa 
Células
tumorales
Toxina
Immunotoxina
• Detiene la progresión del tumor
• Sin efectos secundarios
• Inhibe la angiogénesis
• Induce apoptosis  en células tumorales
A
B
‐sarcina
HtA
RNasaT1
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T1)  como  dominio  tóxico  (Carreras‐Sangrà  et  al.  2012,  Tomé‐Amat  et  al.  2012). 
También  se  ha  desarrollado  una  inmunotoxina  con  una  variante  de HtA  incapaz  de 
cruzar las membranas lipídicas, pero que mantiene su actividad ribonucleolítica (Tome‐
Amat  et  al.  2015a). Dicha  variante  sería,  por  tanto,  completamente  inocua  para  las 
células que no contienen el antígeno específico reconocido por la inmunotoxina, por lo 
que sería más segura y reduciría  los presumibles efectos secundarios derivados de  la 
terapia antitumoral.  
  La  toxicidad  de  una  inmunotoxina  depende  de  muchos  aspectos,  como  la 
afinidad por el  antígeno,  la  tasa de  internalización, el procesamiento  intracelular,  la 
liberación  de  la  toxina  y  la  toxicidad  intrínseca  de  ésta.  De  este modo,  el  tráfico 
intracelular  del  dominio  tóxico  puede  modular  los  efectos  citotóxicos  del 
inmunoconjugado. Por consiguiente, se ha estudiado también dicho tráfico intracelular 
con  distintas  inmunotoxinas,  que  contienen  tanto  RNasa  T1  como  diferentes 
ribotoxinas  en  su  dominio  tóxico, mostrando  que  todas  se  internalizan  a  través  de 
endosomas tempranos, siguiendo después diferentes rutas de procesamiento según el 
dominio tóxico empleado, para finalmente alcanzar el citosol (Tome‐Amat et al. 2015a, 
Tome‐Amat et al. 2015b). 
  Finalmente,  se  ha  ido  un  paso  más  allá  en  el  uso  terapéutico  de  estas 
inmunotoxinas  basadas  en  ribotoxinas,  mostrando  la  eficiencia  in  vivo  de  la 
inmunotoxina  que  contiene  ‐sarcina  como  dominio  tóxico,  IMTXA33s.  Dicha 
inmunotoxina es capaz de  inhibir el crecimiento tumoral y  la angiogénesis en ratones 
atímicos  con  xenotrasplantes  de  tumores  humanos  de  cáncer  de  colon  (Figura  4) 
(Tome‐Amat et al. 2015c), un  resultado prometedor que muestra el potencial de  las 
ribotoxinas como herramientas terapéuticas frente a patologías tumorales.  
 
  II. Implicación en alergias e infecciones por Aspergillus.  
 
  Algunas  especies  de  Aspergillus  son  patógenos  humanos  causantes  de 
enfermedades  respiratorias  tales  como  asma,  aspergilosis  broncopulmonar  alérgica 
(ABPA),  aspergiloma  u  otro  tipo  de  infecciones  severas,  con  especial  incidencia  en 
pacientes  inmunodeprimidos. A. fumigatus es el agente etiológico en el 80% de estas 
enfermedades. La diagnosis e  inmunoterapia de alergias producidas por A. fumigatus 
consisten generalmente en  la utilización de extractos del hongo, aunque en general 
dichos extractos  son mezclas  complejas de  cientos de  componentes,  y por  tanto  su 
estandarización  es  complicada  y  el  riesgo  de  efectos  secundarios  anafilácticos  es 
elevado. La mejora en estos diagnósticos y  terapias se ha centrado en  la producción 
recombinante de alérgenos. En este contexto es muy reseñable que la ribotoxina Aspf1 
sea uno de los principales alérgenos de este hongo (Arruda et al. 1992). A pesar de que 
no  se  detecta  durante  las  etapas  iniciales  de  la  infección,  Aspf1  sí  parece  jugar  un 
papel importante en procesos alérgicos. De acuerdo con esta idea está la observación 
de que algunas de las regiones de esta ribotoxina han resultado ser significativamente 
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alergénicas  (Kurup et al. 1998, García‐Ortega et al. 2005). Por ello,  se han diseñado, 
producido  y  caracterizado  variantes  hipoalergénicas  de  Aspf1,  demostrando  que  la 
horquilla  amino‐terminal  forma  parte  de  uno  de  los  epítopos  alergénicos  de  la 
ribotoxina (García‐Ortega et al. 2005). Además, algunas de estas variantes mutantes no 
citotóxicas de Aspf1 y ‐sarcina son importantes candidatas para su uso en diagnóstico 
y  en  terapias  inmunomoduladoras  de  la  hipersensibilidad  a  Aspergillus.  De  hecho, 
varias de estas variantes se han producido ya en Lactococcus lactis, un microorganismo 
generalmente reconocido como seguro (GRAS, generally regarded as safe) que podría 
utilizarse  como  vehículo  de  vacunación  en  protocolos  de  inmunoterapia  frente  a 
enfermedades relacionadas con Aspf1  (Álvarez‐García et al. 2008).  Igualmente, se ha 
establecido  un modelo  de  ratón  para  la  sensibilización  frente  a  A.  fumigatus,  que 
podría  ser  muy  útil  para  pruebas  pre‐clínicas  de  alérgenos  recombinantes  y  sus 
derivados (Álvarez‐García et al. 2010). 
 
  III. Las ribotoxinas como agentes de control de plagas 
 
  La probable función  insecticida de  las ribotoxinas sugiere su posible utilización 
en  el  diseño  y  desarrollo  de  nuevos  biopesticidas.  La  población  mundial  crece 
exponencialmente,  y  se  estima  que  en  el  año  2050  alcanzará  los  9500 millones  de 
personas. Este rápido aumento de la población requiere de un aumento paralelo de los 
recursos alimentarios. Las plagas causadas por insectos, nematodos, virus y bacterias, 
además de la competición con malezas no comestibles, causan el 40% de las pérdidas 
en la producción agraria mundial cada año. Durante décadas, en el control de plagas se 
han utilizado  insecticidas químicos, como muy bien representa el caso del DDT en  los 
años  40.  Este  tipo  de  pesticidas  son  muy  potentes,  de  rápida  acción,  baratos  de 
producir  y  fáciles de diseminar. No obstante,  la baja especificidad,  su  toxicidad  y  la 
aparición de resistencias llevaron a muchos países a prohibir, ya en los años 70, el uso 
de DDT  y otros pesticidas químicos.  Este problema de  la  resistencia  a pesticidas de 
origen químico, lejos de aliviarse, ha aumentado con el paso del tiempo. En 1992, más 
de 500 especies de ácaros e  insectos desarrollaron este tipo de resistencias. Además, 
el coste de descubrir, desarrollar y registrar nuevos pesticidas sintéticos es tan elevado 
que se ha generado un nuevo  interés por métodos alternativos de control biológico. 
Los biopesticidas  se han  convertido en un  componente  importante en el  control de 
plagas respetuoso con el medio ambiente. Su uso, sin embargo, no está todavía muy 
extendido, constituyendo sólo el 2‐3% del mercado de insecticidas (Glare et al. 2012). 
El  término  biopesticida  incluye  aquellas  técnicas  de  control  de  plagas  que 
utilizan  tanto  microorganismos  (bacterias,  virus,  nematodos  u  hongos)  como 
metabolitos secundarios de estos microorganismos,  incluyendo péptidos y proteínas. 
También comprendería aquellos cultivos modificados genéticamente para mejorar  la 
resistencia al daño causado por  insectos, hongos, virus o herbicidas  (Carlini y Grossi‐
de‐Sa 2002, Coca et al. 2004).  
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  Los  hongos  entomopatógenos  se  han  utilizado  como  agentes  de  control 
biológico de ciertas plagas y algunos de ellos incluso se han comercializado, como es el 
caso de Bauveria bassiana, utilizado para controlar la proliferación de numerosos tipos 
de  insectos,  o Metarhizium  anisopliae,  recientemente  estudiado  frente  al mosquito 
Anopheles  gambiae,  transmisor  de  la  malaria  (Shaw  et  al.  2002,  Whetstone  y 
Hammock 2007, Kim et  al. 2014). H.  thompsonii, productor de  la  ribotoxina HtA, es 
también un conocido hongo entomopatógeno utilizado en el control del ácaro Varroa 
destructor, un ectoparásito de la abeja (Kanga et al. 2002, Peng et al. 2002, Shaw et al. 
2002). En algunos casos concretos este hongo parece ser más efectivo  incluso que B. 
bassiana  y M.  anisopliae  (Rossi‐Zalaf  and  Alves  2006). H.  thompsonii  se  registró  en 
1981 como un micoacaricida (Mycar) para el control del ácaro de los cítricos (McCoy y 
Couch 1982), pero problemas en su formulación,  la falta de persistencia en el campo 
de cultivo y  la baja estabilidad del producto durante el transporte y almacenamiento 
frenaron  su  comercialización  a  finales  de  los  años  80.  Por  ello,  se  ha  intentado 
solucionar  estos  defectos,  evaluando  nuevas  fórmulas  que mejoren  la  distribución, 
vida media y eficacia en el campo (Sreerama Kumar y Singh 2008)  
  La manipulación genética se ha utilizado  también para aumentar  la virulencia 
de  los hongos entomopatógenos en el control de plagas  (St Leger y Wang 2010). La 
primera demostración de  la validez de esta aproximación fue  la sobreexpresión en el 
hongo M. anisopliae de una proteasa capaz de degradar  la cutícula del  insecto. Esta 
técnica también se ha utilizado para ampliar  la variedad de especies que puedan ser 
infectadas.  No  obstante,  ningún  organismo  modificado  genéticamente  (OMG)  se 
comercializa  actualmente  como  biopesticida,  sobre  todo  debido  a  las  regulaciones 
estrictas  y  la  imagen  pública  tan  negativa  que  existe  respecto  a  este  tipo  de 
organismos (Glare et al. 2012). 
  Algunos biopesticidas exitosos  se basan en el uso de  compuestos producidos 
por  microorganismos,  en  lugar  de  provocar  la  infección  utilizando  el  organismo 
completo  (Glare et al. 2012). Por ello, entender el mecanismo de  infección de estos 
hongos, así como  los factores de virulencia  implicados, podría contribuir al desarrollo 
de  nuevas  fórmulas  para  el  control  de  plagas.  En  este  sentido,  el  aislamento  y 
caracterización  de  ribotoxinas  fúngicas  y  su  actividad  contra  insectos  abre  la 
posibilidad  de  utilizarlas  precisamente  como  bioinsecticidas,  de  manera 
independiente,  o  combinados  con  otros  compuestos  (Olombrada  et  al.  2013, 
Olombrada et al. 2014). La potencial toxicidad de  las ribotoxinas frente a vertebrados 
se podría solucionar utilizando diferentes formas mutantes (Herrero‐Galán et al. 2012, 
Tome‐Amat  et  al.  2015a) que mantendrían  su  actividad  ribonucleolítica  frente  a  los 
ribosomas,  pero  serían  incapaces  de  atravesar  la  membrana  de  las  células  de 
mamífero, disminuyendo así su citotoxicidad inespecífica. 
  Debido a su actividad  insecticida  intrínseca,  los virus patógenos de  insectos o 
baculovirus representan otra estrategia alternativa en el control de plagas  (Figura 5). 
Los baculovirus naturales ya se han utilizado como biopesticidas, aunque las versiones 
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recombinantes  generadas por  ingeniería  genética parecen  ser una mejor  alternativa 
(Cory et al. 1994, Inceoglu et al. 2001) dado que pueden acelerar la muerte del insecto 
sin conferir ninguna ventaja ecológica sobre los baculovirus silvestres. Los baculovirus 
tienen además  la ventaja adicional de representar una  fórmula sencilla y estable con 
gran  especificidad  por  el  hospedador.  Un  ejemplo  es  el  diseño  de  un  baculovirus 
mejorado que expresa una proteína de A. fumigatus (Gramkow et al. 2010) capaz de 
inducir  la muerte más  rápido que el  virus  silvestre en  larvas de  S.  frugiperda.  Estos 
resultados  animan  al desarrollo de herramientas  similares utilizando  las  ribotoxinas. 
Estos  baculovirus  diseñados  para  la  producción  de  ribotoxinas  serían  específicos  de 
insectos, minimizando  así  los  efectos  secundarios  en  otros  organismos.  Además,  el 
extenso conocimiento acumulado durante todos estos años acerca de  las ribotoxinas 
puede ser de inestimable ayuda en el diseño y producción de toxinas insecticidas más 
eficientes. El único problema  relacionado con el uso de baculovirus en el control de 
plagas reside en que  la opinión pública no es, en general, favorable a  la  introducción 
de virus modificados genéticamente. Pese a todo, ya se están produciendo baculovirus 
respetuosos con el medio ambiente, diseñados para que los virus vayan perdiendo su 
actividad  a medida  que  se  suceden  los  ciclos  infectivos  y  terminen  revertiendo  al 
fenotipo silvestre tras un periodo razonable de tiempo (Shim et al. 2013). 
 
  IV. El estudio de las enfermedades relacionadas con el ribosoma. La 
biogénesis del ribosoma como diana adicional de las ribotoxinas. 
  Los  ribosomas  son  las  máquinas  moleculares  más  finamente  construidas  y 
reguladas  en  la  célula.  Son  esenciales para  la  vida, produciendo  todas  las proteínas 
necesarias  para  el  crecimiento  celular.  En  humanos,  cuando  se  alteran  los 
componentes  ribosomales, o  las moléculas  involucradas en el control de  su correcta 
estructura  y  función,  aparecen  un  número  de  enfermedades  heterogéneas, 
denominadas  ribosomopatías.  Estas  enfermedades  tienen  en  común  una  disfunción 
ribosomal, pero difieren en el mecanismo por el que se producen, los síntomas que se 
manifiestan y los posibles tratamientos a aplicar (Tabla 1). Algunos desórdenes como la 
anemia de Diamond‐Blackfan (DBA), por ejemplo, se han relacionado con mutaciones 
en  proteínas  ribosomales, mientras  que  otras,  como  el  síndrome  de  Schwachman‐
Diamond  (SDS)  o  el  síndrome  de  Treacher‐Collins  (TCS)  están  directamente 
relacionadas con un defecto en el propio proceso de biogénesis del ribosoma (Narla y 
Ebert 2010, Nakhoul et al. 2014, Ruggero y Shimamura 2014, Warner 2015). Entre las 
anomalías  que  presentan  estas  enfermedades  destacan  fallos  en  la  médula  ósea, 
defectos del desarrollo y un elevado  riesgo de padecer cáncer, aunque  los  síntomas 
son muy  diversos,  incluso  entre  pacientes  con  la misma  enfermedad  (Narla  y  Ebert 
2010).  Existen,  por  ello,  todavía  muchas  cuestiones  sin  resolver  acerca  de  las 
ribosomopatías.  Entre  otras,  resulta  llamativo  cómo  siendo  el  ribosoma  una 
maquinaria  tan  conservada  en  todas  las  células,  mutaciones  en  las  proteínas 
ribosomales son capaces de causar fenotipos tan variados. Mutaciones que, a veces, 
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Figura 5. Baculovirus como biopesticidas. Baculovirus modificados genéticamente que contienen 
genes para toxinas específicas de insecto, hormonas u otras enzimas se rocían sobre el follaje de 
la  planta  de  modo  que  son  ingeridos  por  las  larvas  o  los  insectos  adultos.  Las  estructuras 
poliédricas que los componen se solubilizan en el tracto digestivo debido a un aumento del pH en 
esta  región,  y  se  liberan  viriones  que  empiezan  a  replicarse  dentro  del  núcleo  de  las  células 
epiteliales, produciendo más viriones que se  liberan  individualmente  (estadíos tempranos de  la 
infección) o agrupados en forma de poliedros (estadíos tardíos de la infección). Paralelamente a 
la  infección por el virus, se expresaría  la toxina o molécula  insecticida, que aceleraría  la muerte 
del insecto. 
 
incluso afectan a tipos celulares o tejidos específicos. Algunas explicaciones plausibles 
para  esta  especificidad  de  tejido  podrían  incluir  que  a)  en  tejidos  de  rápida 
proliferación, las células son más sensibles a mutaciones que disminuyan el número de 
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ribosomas, y por tanto se ven más afectados que  los tejidos o células que se dividen 
más despacio, o b)  la composición de  los ribosomas puede ser diferente en distintos 
tipos  celulares, de modo que  la  reducción en  los niveles de una proteína  ribosomal 
puede  afectar  de  manera  diferente  a  los  niveles  de  mRNA  traducido  (McCann  y 
Baserga  2013,  Nakhoul  et  al.  2014).  El  esclarecimiento  de  las  bases  de  estas 
ribosomopatías  requiere  de  un  conocimiento  más  profundo  del  ribosoma,  y  muy 
especialmente de su biogénesis, ya que parece que este proceso se ve afectado en un 
número  relativamente  elevado  de  estas  enfermedades.  Por  suerte,  la  levadura  S. 
cerevisiae parece ser un sencillo a  la vez que buen organismo modelo para el estudio 
de estos procesos patológicos (Menne et al. 2007, Woolford y Baserga 2013). 
  La biogénesis del  ribosoma es un proceso  celular muy  complejo  a  través del 
cual  las  subunidades  del  ribosoma  se  ensamblan  en  una  unidad  funcional.  En 
eucariotas, este proceso comienza en el nucléolo. Seguidamente, ambas subunidades 
van madurando a medida que se desplazan por el nucleoplasma y el citosol (Figura 6). 
Más  de  300  factores,  incluidos  proteínas  y  RNAs,  participan  en  la  producción  del 
ribosoma  eucariota  en  la  levadura  S.  cerevisiae.  En  humanos  este  número  es  aún 
mayor,  en  concordancia  con  la mayor  complejidad  y  tamaño  de  nuestro  ribosoma 
(Lafontaine 2015, Warner 2015). Este complejo proceso de maduración comienza en la 
levadura  con  la  transcripición  de  los  pre‐rRNA  5S  y  35S  por  parte  de  las  RNA 
polimerasas  I y  III. Estos pre‐rRNAs  sufren modificaciones post‐transcripcionales y  se 
asocian a proteínas ribosomales y a otros factores adicionales para formar la partícula 
90S. Dicha partícula se escinde, dando lugar a las subunidades pre‐40S y pre‐60S, que a 
partir de ese momento siguen distintas rutas de maduración. Las subunidades pre‐40S 
se exportan rápidamente al citosol tras sufrir relativamente pocos cambios y, una vez 
allí,  se  lleva  a  cabo  el  procesamiento  del  pre‐rRNA  20S  a  rRNA  18S  maduro.  La 
maduración  de  la  subunidad  pre‐60S  es,  por  el  contrario, mucho más  compleja  y 
conlleva varias etapas de maduración dentro del propio nucleo. Una vez en el citosol, 
ya sólo quedan unos pocos  factores proteicos unidos a  la subunidad pre‐60S, que se 
van  separando  de  ella  de  manera  secuencial.  Entre  otros  eventos,  destacan  la 
liberación  de  factores  asociados  al  túnel  del  ribosoma,  el  ensamblaje  del  tallo 
ribosómico (proteínas P0, P1 y P2 del ribosoma) y la liberación del factor Tif6 (eIF6 en 
humanos) por acción de Sdo1 y  la GTPasa Efl1, siendo Tif6 un  factor que previene  la 
asociación prematura de ambas subunidades (Menne et al. 2007, Kemmler et al. 2009, 
Lo et al. 2009, Panse y Johnson 2010, Woolford y Baserga 2013, Gerhardy et al. 2014). 
La aparición de mutaciones en el ortólogo humano de Sdo1, SBDS, son  los causantes 
de  la  mayoría  de  casos  de  síndrome  de  Shwachman‐Diamond  (Brina  et  al.  2014, 
Ruggero y Shimamura 2014). 
  Gracias  a  metodologías  complejas,  como  la  genética  de  levaduras  y  la 
purificación de afinidad en tándem (TAP, Tandem Affinity Purification) combinada con 
la espectrometría de masas, se ha avanzado significativamente en el conocimiento de 
la biogénesis del ribosoma durante los últimos 20 años. No obstante, aún quedan  
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Tabla 1.‐ Lista de defectos genéticos asociados a ribosomopatías (adaptado de Freed et al. 2010). 
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Figura 6. A) Representación esquemática de la maduración del ribosoma, que comienza cuando las 
RNA polimerasas I y III transcriben los pre‐rRNAs 35S y 5S, respectivamente. Estos rRNAs se asocian 
a proteínas ribosomales, y a otros  factores, dando  lugar a  la partícula 90S. Tras el corte del pre‐
rRNA 35S, la partícula 90S se escinde en pre‐60S (azul) y pre‐40S (verde), las cuales siguen vías de 
procesamiento  diferentes  desde  ese  momento.  La  maduración  está  dirigida  por  factores  de 
ensamblaje a través del nucleoplasma. Ya en el citosol, las últimas etapas de maduración dan lugar 
a subunidades ribosomales listas para comenzar la traducción. Las ribotoxinas atacan subunidades 
60S maduras, pero su toxicidad podría extenderse también a partículas pre‐60S e  incluso al resto 
de la ruta de biogénesis del ribosoma. B) Procesamiento de pre‐rRNAs (simplificada de Gerhardy et 
al. 2014). El precursor  común 35S  se escinde, originando pre‐rRNA 20S, que es procesado en el 
citosol y da  lugar al  rRNA 18S maduro, y pre‐rRNA 27S, que  se procesa en el nucleoplasma y el 
citosol dando lugar a las formas maduras 25S y 5.8S. El pre‐rRNA 5S es procesado en el núcleo. Las 
ribotoxinas podrían afectar esta ruta de procesamiento cortando no solo el SRL en rRNA maduros 
sino también en formas pre‐rRNA. 
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muchas cuestiones  sin  resolver. Las  ribotoxinas  fúngicas podrían ayudar a  responder 
algunas de ellas funcionando como herramientas para analizar  la ruta de maduración 
de  las  partículas  pre‐60S,  especialmente  en  el  citosol,  ya  que  su  diana,  el  SRL,  se 
localiza en una zona  importante para  la maduración del ribosoma. Desde este punto 
de vista, sería  interesante saber si estas ribotoxinas pueden acceder al núcleo y, si  lo 
hacen, si son capaces de cortar el SRL de las partículas pre‐60S. Así, el comportamiento 
de  las  ribotoxinas  sobre partículas pre‐ribosómicas puede contribuir al conocimiento 
de  las  rutas  de  procesamiento  y  plegamiento  de  los  pre‐rRNAs  en  el  campo  de  la 
biogénesis del ribosoma, así como a  la resolución del papel y  localización de algunos 
factores proteicos que participan en el proceso. A largo plazo, por tanto, estos estudios 
podrían contribuir al entendimiento de patologías como el mencionado síndrome de 
Schwachman‐Diamond u otras ribosomopatías relacionadas. 
 
Conclusiones y futuras perspectivas 
 
  Durante  las  últimas  décadas,  se  han  estudiado  con  detalle  la  estructura  y  la 
función  de  las  ribotoxinas  fúngicas.  A  día  de  hoy,  todo  el  conocimiento  acumulado 
sobre  esta  familia  de  toxinas  ha  permitido  su  utilización  en  diferentes  aplicaciones, 
como  el  diseño  de  inmunotoxinas  específicas  frente  a  cáncer  de  colon  o  el 
establecimiento  de  un  modelo  murino  para  el  estudio  de  la  aspergilosis.  El 
descubrimiento  de  la  ribotoxina  HtA  ha  planteado  la  posibilidad  de  que  en  la 
naturaleza  las  ribotoxinas  tengan una  función defensiva con actividad  insecticida. Su 
elevada eficacia frente a larvas y células de insecto las hace buenas candidatas para el 
desarrollo  de  nuevos  biopesticidas.  Por  otra  parte,  el  elevado  conocimiento  de  la 
estructura y función de las ribotoxinas podría ser utilizado para estudiar  la biogénesis 
del  ribosoma  y,  a  largo  plazo,  contribuir  al  estudio  de  diversas  ribosomopatías.  En 
conclusión,  aunque  aún  queda mucho  trabajo  por  realizar,  las  ribotoxinas  fúngicas 
poseen  un  gran  potencial  para  ser  utilizadas  como  herramientas  biotecnológicas  en 
numerosas aplicaciones. 
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Abstract 
  Fungi  establish  a  complex  network  of  biological  interactions  with  other 
organisms in nature. In many cases, these involve the production of toxins for survival 
or  colonization  purposes.  Some  of  these  toxins  have  been  shown  to  display  high 
insecticidal  activity, which  has  led  to  the  idea  that  they  could  play  a  role  in  fungi 
defense  against  predators.  Among  these  toxins,  ribotoxins  stand  out  as  promising 
candidates  for  their use  in biotechnological  applications. They  constitute  a  group of 
highly  specific  extracellular  RNases  that  target  a  universally  conserved  sequence  of 
rRNA in the ribosome, the sarcin‐ricin loop. Moreover, their biotechnological potential 
has already been verified  since  they are highly efficient as antitumoral agents when 
used  as  part  of  inmunotoxins.  This  review  deals with  the  insecticidal  role  of  fungal 
ribotoxins in nature as well as their potential use as biotechnological tools in different 
applications, from therapeutic uses  in cancer or allergy to their use as bioinsecticides 
for pest control or as tools for the study of the basis of some human ribosomopathies. 
 
Keywords:  fungal  ribotoxins,  RNases,  ribosome,  SRL,  insecticide,  biopesticide, 
immunotoxin, cancer, ribosomopathies. 
 
Abreviations:  RNase,  ribonuclease;  SRL,  sarcin‐ricin  loop;  RIP,  ribosome‐inactivating 
protein;  HtA,  hirsutellin  A;  rRNA,  ribosomal  RNA;  GM,  genetically  modified;  DDT, 
dichlorodiphenyltrichloroethane. 
 
Introduction 
  Organisms populate almost any ecological niche of  the planet and establish a 
high variety of biological  interactions, ranging from mutualism to antagonism, mainly 
in  search  for  resources  to  survive  (light,  nutrients, water,  etc.).  In  particular,  fungi 
constitute  a  rich  source of nitrogen  and phosphorous  for  arthropods  and  are under 
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constant  attack  by  fungivorous  such  as  collembolan, mites  and  insects  (Berenbaum 
and Eisner 2008). However, they can also present mutualistic relationships  like those 
established  with  fungus  farming  ants.  Thus,  a  complex  network  of  interactions  is 
established  in  nature  involving  preying,  defense  and  feeding.  In  this  context,  fungi 
produce  a  great  variety  of  toxins,  many  of  which  are  proteins.  These  toxins  are 
secreted with many different purposes, although self‐defense and fungi development 
have been suggested to be their principal functions. 
  Fungal  ribotoxins  are  a  family  of  extracellular  ribonucleases  that  have  been 
studied  in deep detail since their discovery  in the early 1960’s. They are not the only 
extracellular  RNases  produced  by  fungi,  but  are  the  only  ones  shown  to  display 
cytotoxic activity. Ribotoxins are produced by  several  fungi  species, mostly  from  the 
genus  Aspergillus,  although  other  entomopathogenic  fungi  such  as  Hirsutella 
thompsonii also produce them (Martínez‐Ruiz et al. 1999a, Martínez‐Ruiz et al. 1999b, 
Lacadena et al. 2007, Herrero‐Galán et al. 2008). They are highly specific, exerting their 
ribonucleolytic  activity  on  the  larger molecule  of  rRNA  of  the  ribosome.  From  this 
perspective,  they  could  be  included  in  the  group  of  ribosome‐inactivating  proteins 
(RIPs), however, this term usually refers to those toxins with N‐glycosidase activity and 
plant origin, best represented by ricin, a  toxin  found  in  the seeds of  the castor bean 
plant  Ricinus  communis.  Both  RIPs  and  ribotoxins  target  the  same  universally 
conserved  sequence  of  rRNA,  the  so‐called  sarcin‐ricin  loop  (SRL),  by  either 
depurinating  a  single  nucleotide  or  cleaving  a  unique  phosphodiester  bond, 
respectively.  However,  the mechanisms  by  which  both  types  of  toxins  reach  their 
target are quite different (Chiou et al. 2008, Olombrada et al. 2014). 
  Even though the biological function of ribotoxins has not been cleared up yet, 
several studies have shown the insecticidal properties of at least two of these proteins, 
supporting their  involvement  in defensive and parasitism mechanisms  (Brandhorst et 
al.  1996, Brandhorst  et  al.  2001, Olombrada  et  al.  2013).  The  detailed  study  of  the 
structure and  function of  this  family of  toxic proteins has highlighted  their potential 
use  in biotechnological  applications,  either  as bioinsecticides  to  control  insect pests 
(Olombrada et al. 2014a) or their use in human therapies as antitumoral agents (Tome‐
Amat et al. 2015c). Moreover, they could also be used as specific tools for the study of 
human  ribosome‐related  diseases,  the  so‐called  ribosomopathies  (Narla  and  Ebert 
2010, Nakhoul et al. 2014). 
 
Fungal ribotoxins 
 
  Ribotoxins are not the only RNases produced by fungi. Indeed, they are part of 
a much wider  group  of  fungal  extracellular  RNases,  being  ribotoxins  the  only  ones 
known  to show cytotoxic activity. Ribotoxins are  larger  than non‐toxic  fungal RNases 
but  still  small  proteins  of  about  150  amino  acids,  and  generally  basic  proteins.  The 
main  structural difference between non‐toxic RNases,  such as RNases T1 or U2, and 
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ribotoxins would be that the latter contain longer and positively charged loops, which 
have been suggested to be the structural basis of their toxicity (Martínez‐del‐Pozo et 
al. 1988). Identification of these structural features that made ribotoxins such efficient 
natural killers would be a major step towards their utilization as specifically targeted 
weapons  against  insect  pests  or  different  human  pathologies.  So  far,  the  best 
characterized  ribotoxins are  α‐sarcin,  restrictocin, Aspf1, and hirsutellin A  (HtA). The 
first  three  of  these  proteins  show  a  high  degree  of  conservation  with  sequence 
identities  above  85%. However, HtA,  a  ribotoxin  produced  by  the  entomopathogen 
fungi Hirsutella  thompsonii, only shares 25% of sequence  identity with  them  (Fig. 1). 
This  observation  confirmed  that  the  presence  of  ribotoxins  among  fungi  is  more 
widespread than initially considered, and not restricted to the genus Aspergillus (Liu et 
al.  1995, Martínez‐Ruiz  et  al.  1999a, Martínez‐Ruiz  et  al.  1999b, Varga  and  Samson 
2008). 
  The ribonucleolytic activity of ribotoxins is extremely specific, targeting a highly 
conserved sequence of rRNA in any ribosome known, the SRL (Fig. 1). This sequence is 
located  on  the  larger  molecule  of  rRNA  of  the  large  ribosomal  subunit.  During 
translation, the SRL together with the uL11‐binding region, the L7/L12 stalk (P1/P2  in 
yeast) and  ribosomal proteins uL6 and uL14,  constitute an elongation  factor‐binding 
site that is required for correct functioning of the ribosome (García‐Ortega et al. 2010, 
Voorhees  et  al.  2010).  The  SRL  is  the  longest  known  universally  conserved  rRNA 
sequence,  and  therefore  its  structure  is  highly  preserved  in  archaeal,  bacterial  and 
eukaryotic  ribosomes.  It  consists  of  a  distorted  hairpin,  and  the  most  significant 
structural  features  are  a GAGA  tetraloop  and  a bulged G motif. Ribotoxins  cleave  a 
single phosphodiester bond of the GAGA tetraloop, producing a small fragment of 300‐
400  nucleotides  of  rRNA,  known  as  the  α‐fragment.  They  are  cyclizing  RNases 
displaying  the general acid‐base  type endonucleolytic cleavage of RNA mechanism  in 
two  steps,  just  like  other members  of  the  RNase  T1  family  (Lacadena  et  al.  1998, 
Lacadena  et  al.  2007).  Cleavage  of  this  phosphodiester  bond  inhibits  protein 
biosynthesis and produces cell death by apoptosis (Olmo et al. 2001). 
  The  three‐dimensional  structure  of  several  ribotoxins  is  known  at  atomic 
resolution  (Fig. 1)  (Yang and Moffat 1996, Pérez‐Cañadillas et al. 2000, Viegas et al. 
2009),  and  mutational  analyses  have  allowed  the  assignment  of  specific  roles  to 
different  residues  (implication  in  the  catalysis,  ribosome  and  SRL  recognition, 
interaction with the cell membrane, etc.). In the case of α‐sarcin, the catalytic residues 
are His 50, Glu 96 and His 137. Glu 96 would act as a general base and His 137 as a 
general acid (Lacadena et al. 1995, Martinez‐Ruiz et al. 1999). His 50 would contribute 
to  the  stabilization of  the  transition  state. These  three  residues are  required  for  the 
specific  inactivation of  ribosomes. Additional mutational studies showed  that Tyr 48, 
Arg 121 and  Leu 145, although not essential, would also  contribute  to  the  ribotoxin 
activity of α‐sarcin. The equivalent residues  in HtA  (His 42, Glu 66 and His 113) were 
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identified by comparison of its structure with that of other ribotoxins, showing that the 
essential residues are conserved, but also presenting other features closer to the T1‐ 
Figure 1.‐ A) Three‐dimensional structure of the large ribosomal subunit of Escherichia coli (PDB 
ID: 2AW4). Conserved proteins around  the  SRL  (orange)  region appear  in different  colors: uL3 
(red), uL6  (green), uL11  (pink), uL14  (purple), and uL16  (yellow). rRNA 23S  (gray) and 5S  (cyan) 
are  also  shown.  GAC  is  for  GTPase‐activated‐center.  Two  different  close  ups  are  detailed 
including  the  SRL  structure  showing  the  bond  cleaved  by  α‐sarcin  (green)  and  the  adenine 
depurinated  by  ricin.  B)  Sequence  alignment  of most  representative  fungal  RNases  from  the 
RNase T1 family. Conserved Cys forming disulphide bridges (C) as well as the active site residues 
(*)  are  indicated.  Conserved  amino  acids  (light  grey  boxes)  in  at  least  seven  sequences  are 
highlighted  in black. Elements of secondary structure are displayed by color as  indicated  in the 
boxes.  The  three  dimensional  structures  of  RNase  T1  and  the  three  most  representative 
ribotoxins are also  shown  (PDB  IDs: 1DE3, 1AQZ, 2KAA, 9RNT). Diagrams were generated with 
PyMOL. 
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like RNases  (Phe 126  instead of  the equivalent  Leu 145,  for example) or even  some 
other ones which were completely new (Asp 40 instead of Tyr 48) (Herrero‐Galán et al. 
2012a). Mutagenesis  studies have  indeed  revealed  that  the active  site of HtA would 
provide a more adaptable microenvironment than the one described for α‐sarcin since 
none of the three identified catalytic residues seemed to be indispensable for catalysis 
as was the case for α‐sarcin (Herrero‐Galán et al. 2012a). 
  The  toxicity of  ribotoxins  results  from  the combination of  their highly specific 
RNase  activity  and  their  ability  to  cross membranes.  So  far  no  protein  receptor  for 
ribotoxins  has  been  found  in  the  cell.  For  that  reason,  even  though  ribotoxins  can 
potentially  inactivate any ribosome, the  lipid composition of cell membranes plays an 
important  role  in  their  cytotoxic  specificity. Accordingly,  it  has  been  described  how 
ribotoxins are more efficient on transformed or virus‐infected cells, most likely due to 
altered  permeability  and/or  composition  of  the  cell membrane  (Turnay  et  al.  1993, 
Olmo et  al. 2001) Moreover,  insect  cells have a particular  lipid  composition  in  their 
membranes; as a consequence,  they are  thinner and more  fluid, making  them more 
sensitive and accessible to ribotoxins activity (Marheineke et al. 1998, Olombrada et al. 
2013).  The  use  of  lipid model  systems  has  proven  that  α‐sarcin  interacts with  lipid 
vesicles  rich  in acidic phospholipids. This  interaction  then  causes vesicle aggregation 
followed by  fusion and  intermixing of vesicles’ phospholipids and,  finally,  leakage of 
their aqueous contents (Fig. 2) (Gasset et al. 1989, Gasset et al. 1990). 
Figure 2.‐ Scheme showing the lipid fusion mechanism induced by α‐sarcin. This fusion results in 
leakage when isolated model lipid vesicles are employed. 
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However, this does not seem to be a cell internalization mechanism conserved among 
ribotoxins,  since HtA  does  not  promote  vesicle  aggregation  even  though  it  shows  a 
higher membrane‐permeabilizing ability than α‐sarcin, at least in leakage experiments 
(Herrero‐Galán et al. 2008, Olombrada et al. 2013). In α‐sarcin, the region comprising 
residues  116‐139  was  thought  to  participate  in  the  hydrophobic  interaction  with 
membranes  (Mancheño  et  al.  1995,  Mancheño  et  al.  1998)  and  recently  it  was 
proposed  that  Lys  residues  111  and  114  would  also  take  part  in  the  electrostatic 
interactions needed to bring the vesicles into contact (Castaño‐Rodríguez et al. 2015). 
For HtA, a  role  in membrane‐permeabilizing activity has been proposed  for  residues 
Trp71  and  Trp  78  (Herrero‐Galán  et  al.  2012b).  The  ability  to  interact  with  lipid 
membranes  has  also  been  associated  with  the  N‐terminal  β‐hairpin  of  ribotoxins. 
Deletion of  this positively charged  region  in α‐sarcin produces a non‐toxic but active 
ribonuclease  with  altered  membrane  interaction  properties  (García‐Ortega  et  al. 
2001).  It  is  in  this  region  where  HtA  and  restrictocin  show more  variability  when 
compared to α‐sarcin. In HtA, the N‐terminal β‐hairpin is much shorter (Fig. 1), but this 
truncation might be  compensated by  the extension of  loop 5, which  also exhibits  a 
higher amount of positive charges (Herrero‐Galán et al. 2012b). 
  The  positively  charged  surface  of  ribotoxins  may  allow  them  to  establish 
favorable  electrostatic  interactions  with  the  ribosome  (García‐Mayoral  et  al.  2005, 
Korennykh et al. 2006, Álvarez‐García et al. 2009). Moreover, the highly specificity of 
ribotoxins requires of additional elements besides the active site capable of interacting 
with the ribosome and recognize the SRL. So far, several regions have been proposed 
to participate in the specific recognition of the SRL and other ribosome elements. The 
Lys‐rich region of loop 3 would interact with a phosphodiester bond around the bulged 
G of  the SRL, whereas  residues 51‐55 of  loop 2 and  some  residues of  loop 5 would 
contact  the GAGA  tetraloop  that  is  cleaved  by  the  toxin  (Yang  et  al.  2001, García‐
Mayoral et al. 2005). Docking models using the Haloarcula marismortui ribosome and 
α‐sarcin  structures  suggested  that apart  from potential  interactions with  the SRL,  α‐
sarcin may interact with neighbouring ribosomal proteins. A short sequence of loop 2 
would  make  contact  with  ribosomal  protein  uL6  and  the  N‐terminal  β‐hairpin, 
specifically  the  stretch  11‐16,  would  interact  with  ribosomal  protein  uL14  (Fig.  1). 
Moreover,  residues  11‐16  of  α‐sarcin  show  homology  with  a  region  found  in  the 
elongation factor 2 (EF‐2) from Saccharomyces cerevisiae (García‐Mayoral et al. 2005). 
Based  on  these  observations,  other  ribosomal  regions  involved  in  the  recruiting  of 
elongation  factors  during  translation  could  establish  some  kind  of  interactions with 
toxins. That  is the case of the ribosomal stalk proteins and RIPs  like ricin, trichosantin 
and Shiga‐like toxins (Chiou et al. 2008, Tumer and Li 2012). This protruding structure 
of the ribosome serves as an anchoring platform for several RIPs to further recognize 
their target, the SRL. In spite of sharing the same target, not all RIPs behave identically, 
since  no  interaction  has  been  found  between  pokeweed  antiviral  protein  and  the 
eukaryotic stalk proteins  (Ayub et al. 2008).  In  the case of  ribotoxins,  the eukaryotic 
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ribosomal  stalk does not  seem  to participate; at  least  in  α‐sarcin  inactivation of  the 
ribosome (Olombrada et al. 2014). This result suggests that ribotoxins use a different 
mechanism of ribosome recognition than that used by RIPs like ricin. 
 
The genus Aspergillus and other ribotoxin‐producer fungi. 
 
  Fungal  ribotoxins  were  first  discovered  in  the  1960’s  during  a  screening 
program  searching  for  antibiotics  and  antitumor  agents.  The  mold  Aspergillus 
giganteus  produced  a  protein  that  could  inhibit  sarcoma  and  carcinoma  induced  in 
mice  (Olson  and  Goerner  1965) which was  named  α‐sarcin.  Soon  after,  two  other 
antitumor proteins with similar activity, restrictocin and mitogillin, were discovered in 
Aspergillus  restrictus.  Recent  studies  proved  that  all  species  assigned  to  Aspergillus 
section  Clavati  contain  ribotoxin  genes  (Varga  and  Samson  2008).  Aspergilli  are  a 
ubiquitous and complex group of filamentous fungi containing more than 185 species, 
including  human  pathogens,  like  Aspergillus  fumigatus,  as  well  as  others  used  in 
industry  for the production of  food and enzymes,  like Aspergillus oryzae  (Machida et 
al.  2005).  The  genome  sequence  of  these  two  species  along  with  that  one  of 
Aspergillus  nidulans was  completed  not  too many  years  ago  (Galagan  et  al.  2005). 
Interestingly, A.  fumigatus, an opportunistic human pathogen, produces a  ribotoxin, 
AspF1  (Fig.  1).  By  2008,  already  seven  species  of  Aspergillus  had  their  genome 
sequenced. This was a promising step towards the understanding of fungi biology and 
evolution.  Indeed,  sequencing  the genome of other  fungi could also be used  for  the 
identification  of  new  species  that produce  ribotoxins. Moreover,  the  comparison  of 
these genomes with those from non‐producer species could, therefore, shed new light 
on what could be the biological function of these proteins. 
  Most filamentous fungi have a complex life cycle. Like other Ascomycota, some 
Aspergilli  can  have  both  sexual  and  asexual  reproductive  cycles  (Fig.  3). A.  nidulans 
constitutes  a  good  example  to  describe  them  since  it  can  present  both  types  of 
reproduction  (Casselton  and  Zolan  2002).  In  the  sexual  reproduction,  karyogamy 
(nuclei  fusion)  and  meiosis  take  place.  The  fungus  develops  a  fruiting  body,  the 
cleistothecium,  which  produces  sexual  spores  or  ascospores.  So  far,  only  a  few 
Aspergilli species have been shown to have sexual cycles. During the asexual cycle, the 
mycelium,  which  develops  from  a  single  haploid  spore,  differentiates  into  many 
identical  spores  named  conidia  or  conidiospores,  which  can  form  a  new  web  of 
hyphae. There are only a few studies of ribotoxin expression by their natural hosts and 
its role  in  its  life cycle.  In those, the presence of ribotoxins has been detected during 
the asexual reproduction of Aspergillus  restrictus. The  ribotoxin  restrictocin, which  is 
almost  indistinguishable  from α‐sarcin,  is produced by A.  restrictus at a very  specific 
moment  of  fungal  development:  the  initial  steps  of  conidiophore  formation 
(Brandhorst  and  Kenealy  1992).  First  studies  in  liquid  cultures where  the  fungus  is 
immersed in the medium showed a correlation between the appearance of restrictocin  
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Figure 3.‐ Life cycle of Aspergillus and suggested localization of ribotoxins. Aspergillus can enter a 
sexual or asexual reproductive cycle. During the sexual cycle, the mycelium forms a fruiting body, 
the  cleistothecium, which  holds  the  ascospores  that  once  released  into  the  environment  can 
form  a new mycelium.  In  the  asexual  reproduction,  the mycelium differentiates  into  identical 
asexual spores or conidiospores. Ribotoxins would be produced during maturation of the conidia, 
and would be  located on  the edge of  the phialides  (shown  in red  in  the  figure). Additionally, a 
parasexual cycle can take place in Aspergillus (not shown). 
 
and differentiated structures (conodiophores) (Yang and Kenealy 1992). Yet, these cell 
structures do not develop properly  in  a  liquid environment.  Further  studies  in  solid 
medium, which  resembles  better  the  natural  environment  of A.  restrictus,  normally 
found in water‐stressed environments, revealed that restrictocin levels increased until 
the  time  of  conidiation  and  was  apparently  degraded  afterwards  (Brandhorst  and 
Kenealy  1992).  Furthermore,  in  solid  medium  restrictocin  remained  attached 
exclusively to the phialides and disappeared after conidia maturation (Fig. 3). Plausible 
explanations for this pattern in the ribotoxin expression could be that restrictocin has a 
role in the process of conidiation, or that restrictocin has just a protective function of 
the  maturing  conidia  from  predators  until  the  development  is  complete.  Once 
conidiation  is  finished, restrictocin would be degraded so that  fungus‐feeding  insects 
could externally or  internally carry spores to new  locations  for spreading the  fungus. 
Following the idea of a protective function of ribotoxins during maturation of conidia, 
there  are  some  studies on  the different  feeding behavior of  the  fungivorous beetle 
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Carpophilus freemani upon restrictocin production (Brandhorst et al. 1996). Feeding of 
C. freemani adults on A. restrictus decreased during conidia formation, something that 
was not observed when they fed on A. nidulans at the same developmental stage. This 
deterrence  of  insect  feeding  could  be  related  with  an  increase  in  restrictocin 
production  by  A.  restrictus  and  not  by  A.  nidulans.  Heterologous  expression  of 
restrictocin  in  A.  nidulans  also  inhibited  insect  feeding  by  C.  freemani  beetles 
(Brandhorst et al. 2001). 
  As  mentioned  before,  the  production  of  ribotoxins  is  not  restricted  to 
Aspergillus (Liu et al. 1995, Liu et al. 1996, Martínez‐Ruiz et al. 1999a, Martínez‐Ruiz et 
al.  1999b,  Varga  and  Samson  2008).  The  genus  Hirsutella  includes  over  50  fungal 
species  that  infect many  species  of  invertebrates.  The  entomopathogen  fungus  H. 
thompsonii also produces a ribotoxin. This fungus is known to cause natural epizootics 
in  populations  of  eriophyoid  mites.  Under  in  vivo  conditions,  the  conidia  of  H. 
thompsonii attach to the cuticle of the host, germinate and penetrate through  it. The 
hyphae then grow  inside the  insect and reproduce asexually, contacting new hosts to 
begin a new cycle of infection (Peng et al. 2002). Studies of the toxicity and pathology 
of  crude  filtrates of  this  fungus during  the 1990’s  revealed a high  specificity  for  the 
subclass  Acari,  although  it was  also  toxic  for  other  arthropods  like moth,  flies  and 
mosquito  larvae (Vey et al. 1993). The role of toxins  in the pathogenesis of the  insect 
infection  by  H.  thompsonii  has  been  investigated  as well.  It was  known  that  other 
entomopathogen  fungi  like  Metarhizium  anisopliae  or  Bauveria  bassiana  produce 
cyclic peptides that are toxic to insect (de Bekker et al. 2013). These peptides induced 
immediate paralysis and quick mortality when injected into Galleria mellonella larvae. 
Symptoms upon  injection of H. thompsonii culture  filtrates were different and rather 
slower,  but  still  lethal  for  G.  mellonella  larvae.  Several  investigations  led  to  the 
identification of Hirsutellin A, a protein produced by H. thompsonii var thompsonii with 
insecticidal  activity  against G. mellonella  and  Aedes  aegypti  larvae  (Liu  et  al.  1995, 
Mazet  and Vey 1995).  This  toxin was purified  and  characterized,  showing  ribosomal 
inhibiting activity (Liu et al. 1996) resembling that of ribotoxins. Analysis of 162 strains 
of  H.  thompsonii  revealed  the  presence  of  the  HtA  gene  in  100  strains  but  the 
expression of HtA was poorly correlated with the mortality rates induced by the broth 
filtrates  in  G.  mellonella,  suggesting  that  there  could  be  additional  toxic  factors 
involved  in the  insecticidal activity of the  fungus  (Maimala et al. 2002). There are no 
studies  on  the  exact  location  of  HtA  in  the  fungus,  like  those  performed  with  A. 
restrictus. Therefore the production of this toxin cannot be linked to a developmental 
stage yet. Soon after  its discovery, HtA was  related  to ribotoxins due  to  its ability  to 
specifically cleave rRNA on Spodoptera frugiperda cells (Sf9), inhibiting cell growth (Liu 
et  al.  1995).  HtA  was  then  subjected  to  a  fine  structural  and  functional 
characterization, demonstrating  that despite  its  lower  size  and  sequence  identity,  it 
was  a  ribotoxin  (Herrero‐Galán  et  al.  2008, Viegas  et  al.  2009, Herrero‐Galán  et  al. 
2012a, Herrero‐Galán et al. 2012b). 
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  In fact, characterization of HtA opened the possibility that ribotoxins in general 
may act as natural insecticides. This idea is also supported by the fact that Aspergillus, 
the main  ribotoxin  producer  known  so  far,  shares  feeding  niche,  such  as  the  farm‐
stored grain, with several insects, and as a way to compete for survival they could have 
developed weapons  like  ribotoxins. Purified  restrictocin  included  in  the  insects’ diet 
killed C. freemani and S. frugiperda  larvae, and deterred feeding of adult C. freemani 
(Brandhorst  et  al.  1996).  A  detailed  comparison  of  the  activity  of HtA  and  α‐sarcin 
proved that the latter is nearly as toxic as HtA against insect larvae, insect cell cultures 
and  insect  ribosomes  (Olombrada  et  al.  2013).  Biochemical  characterization  of  the 
activity of ribotoxins against  insect cells showed how HtA and α‐sarcin cause protein 
synthesis inhibition and the release of the characteristic α‐fragment resulting from the 
rRNA  cleavage by  ribotoxins  (Olombrada  et  al.  2013),  just  as  it has been previously 
shown with  ribosomes of different origin  (Lacadena et al. 2007, Herrero‐Galán et al. 
2008, García‐Ortega et al. 2010).  In  the conditions assayed, HtA  is significantly more 
active  than  α‐sarcin  against  isolated  insect  ribosomes,  suggesting  that  the  passage 
across the cell membrane might be the rate‐limiting step for their cytotoxic activity. Of 
course, in a natural environment additional factors may influence their efficiency, such 
as  their  natural  biosynthesis  and  extracellular  export,  stability  in  a  particular 
environment or accessibility to their target. 
  The  fact  that  ribotoxins  can  inactivate  every  ribosome  known  raises  the 
question  of  how  fungi  protect  their  own  ribosomes  (Miller  and  Bodley  1988). 
Ribotoxins  are  synthesized  as  precursors  that  mature  into  cellular  membrane 
compartments.  Protection  of  the  producing  cells  must  rely  on  a  very  efficient 
recognition  of  the  signal  sequences  and  an  adequate  compartmentalization  before 
they are secreted to the extracellular medium  (Endo et al. 1993a, Endo et al. 1993b, 
Martínez‐Ruiz et al. 1998, Lacadena et al. 2007). In fact, when the leader sequence was 
altered or  changed by  a different one, heterologous  expression of  restrictocin  in A. 
nidulans  showed  reduced  transcript  levels  and  enhanced  cellular  lysis,  and  the 
ribotoxin was not always localized in the conidiophores of the fungus (Brandhorst and 
Kenealy  1995),  suggesting  that  the  native  leader  sequence  of  restrictocin  is  highly 
efficient  in  its  role  of  protecting  fungi  during  secretion.  The  restrictocin  gene  in  A. 
restrictus  has  an  intron  at  the  beginning  of  its  sequence  (Lamy  and  Davies  1991). 
Recently, a study has proven that introns can be used to attenuate toxicity of barnase 
for its use in suicide gene therapy (Chen 2012), so perhaps the existence of an intron in 
restrictocin is an additional example of the strategies used by these fungi to attenuate 
ribotoxins’  toxicity against  their own  ribosomes during  its  synthesis and  secretion  to 
the extracellular medium. 
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The potential biotechnological uses of fungal ribotoxins 
  
I. IMMUNOTOXINS  
 
  Over  the  past  two  decades  fungal  ribotoxins  have  been  deeply  studied  and 
their  remarkable  specific  ribonucleolytic  action  is  now  relatively well  understood  in 
molecular terms (Lacadena et al. 2007). Even though the role of these toxins in nature 
is  not  yet  quite  well  determined,  they  already  have  been  tested  for  their  use  as 
therapeutic agents. In fact, they were first discovered as antitumoral agents, although 
further studies  revealed an unspecific cytotoxicity against non‐tumoral cells  (Roga et 
al.  1971).  Later  on,  the  interest  of  ribotoxins  revived  since  they  could  be  used  as 
components of  immunotoxins used  in antitumor therapies.  Immunotoxins are usually 
chimeric molecules composed of a specific antibody fragment responsible for targeting 
to a specific cell type linked to a toxin moiety which promotes cell death (Fig. 4) (Reiter 
and  Pastan  1998,  Kreitman  2001).  To  overcome  the  great  size  of  the  full‐length 
antibody that could hinder  its penetration through solid tumors, new strategies have 
been  developed  that  use  only  the  antibody  variable  domains.  Regarding  the  toxic 
moiety, several toxins such as ricin, Pseudomonas exotoxin A or diphtheria toxin have 
been used (Kreitman 2006). Despite being highly effective, in many cases they showed 
undesirable side effects. 
  Fungal  ribotoxins  show  several  features  that  make  them  appropriate 
candidates for the construction of immunotoxins: their small size, high thermostability, 
poor  immunogenicity,  resistance  to  proteases  and,  most  importantly,  their  high 
efficiency  inactivating  ribosomes.  Accordingly,  several  colon  cancer‐specific 
immunotoxins containing ribotoxins (α‐sarcin), or even other fungal RNases (RNase T1) 
as  their  toxic component, have been designed and characterized  (Carreras‐Sangrà et 
al. 2012, Tomé‐Amat et al. 2012). HtA has also been used to create an  immunotoxin, 
using  an  engineered  variant  that  is  unable  to  cross membranes  but  still  retains  the 
ribonucleolytic activity (Tome‐Amat et al. 2015a). This variant seems to be  innocuous 
to  cells  that do not  contain  the  specific  antigen.  Therefore,  it  should be  safer, with 
reduced unwanted side effects during cancer therapy. 
  The  toxicity of an  immunotoxin depends on many molecular aspects,  such as 
the antigen binding affinity, internalization rate, intracellular processing, toxin release 
and  intrinsic  toxicity.  Therefore,  the  intracellular  trafficking  of  the  toxic moiety  can 
modulate the cytotoxic effects of the immunoconjugate. Accordingly, the intracellular 
trafficking of ribotoxin‐based  immunotoxins has also been studied, showing how they 
are internalized via early endosomes and then follow different pathways depending on 
the toxin used until they reach the cytosol (Tome‐Amat et al. 2015a, Tome‐Amat et al. 
2015b). Finally, a step further in the therapeutic use of ribotoxin‐based immunotoxins 
has  been  done  showing  in  vivo  the  efficiency  of  the  α‐sarcin  based  immunotoxin 
IMTXA33αs, which inhibits tumor growth as well as angiogenesis in nude mice  
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Figure 4.‐ Ribotoxins  as  immunotherapeutic  agents.  (A) General  structure of  an  immunotoxin, 
composed of a specific antibody fragment responsible for targeting to a specific cell type  linked 
to a toxin moiety, ribotoxins or non‐toxic ribonucleases like RNase T1, which promotes cell death. 
(B)  IMTXA33αs, an  immunotoxin that contains α‐sarcin as the toxic domain, has been tested  in 
vivo,  showing  that  it can  inhibit  tumor growth as well as angiogenesis  in nude mice harboring 
colon cancer xenografts. 
 
harboring colon cancer xenografts (Fig. 4) (Tome‐Amat et al. 2015c). A result that can 
be  considered  as  the  proof  of  concept  that  immunotoxins  based  on  ribotoxins  can 
constitute a unique therapeutic tool against different tumoral pathologies. 
 
II. ROLE IN ALLERGY AND ASPERGILLUS INFECTION 
 
  Aspergillus  spp.  can  also  be  human  opportunistic  pathogens  that  cause 
respiratory  diseases  like  asthma,  ABPA  (allergic  bronchopulmonary  aspergillosis), 
aspergilloma  and  severe  infections  especially  in  immunocompromised  people.  A. 
fumigatus is the ethiological agent in 80% of Aspergillus‐related diseases. The ribotoxin 
Aspf1 is one of the main allergens of this fungus (Arruda et al. 1992). Although Aspf1 is 
not detected during  the  initial  steps of  infection but after cell mass accumulation,  it 
seems to play a role in allergic‐like pathogenic processes and some regions have been 
found  to  be  significantly  allergenic  (Kurup  et  al.  1998,  García‐Ortega  et  al.  2005). 
Diagnose  and  immunotherapy  against  A.  fumigatus  allergy  is  frequently  based  on 
fungal  extracts,  but  these  are  usually  highly  complex  mixtures,  with  hundreds  of 
different components very difficult to standardize, not to mention that there is a high 
risk of anaphylactic side effects. Improvement of diagnosis and therapeutics has been 
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focused  in the recombinant production of allergens. Since the recombinant Aspf1 still 
maintains  its  cytotoxic  activity,  alternative  hypoallergenic  ribotoxin molecules  have 
been searched for, produced and characterized, showing that the N‐terminal β‐hairpin 
is  involved  in at  least one allergenic epitope  (García‐Ortega et al. 2005). These non‐
cytotoxic mutant  variants  of  Aspf1  and  α‐sarcin might  be  suitable  for  their  use  in 
immunomodulating therapies for Aspergillus hypersensitivity and its diagnosis. Indeed, 
they have been produced  in  Lactococcus  lactis,  a GRAS  (generally  regarded  as  safe) 
microorganism  that could be used  in  immunotherapeutic protocols  for Aspf1‐related 
diseases as a vaccination vehicle (Álvarez‐García et al. 2008). Furthermore, it has been 
established  a mouse model  of  A.  fumigatus  sensitization  that  could  be  suitable  for 
preclinical testing of recombinant allergens and their derivatives (Álvarez‐García et al. 
2010). 
 
III. RIBOTOXINS AS PEST CONTROL AGENTS 
 
  The likely biological role of ribotoxins as insecticides could be used in the design 
and development of new biopesticides. The world population  increases exponentially 
and  it  is estimated that by 2050  it will reach 9.5 billion people. This rapid  increase of 
population  requires  an  equal  increase  in  food  resources.  Pest  diseases  caused  by 
insects, nematodes, virus and bacteria, as well as competition by weeds, cause up to 
40% of looses in agriculture production around the world every year. For decades, pest 
control has  relied on  the use of chemical  insecticides, such as  the use of DDT  in  the 
1940s. They were generally highly potent,  fast acting, cheap  to produce and easy  to 
deliver. Still, the poor species specificity, its toxicity and rising of pest resistance forced 
many countries to ban DDT and other chemical pesticides in the 1970s. The problem of 
new pesticide  resistance has  continued  to grow over  the years with  the use of new 
chemical  pesticides.  By  1992  more  than  500  species  of  mites  and  insects  had 
developed  resistance. Moreover,  the  cost of discovering, developing  and  registering 
new synthetic pesticides is so high that a new interest in alternative biological control 
methods  has  risen.  Biopesticides  have  become  an  important  component  of 
environmentally  friendly pest management. However,  its use has not yet  reached  its 
potential,  constituting  only  2‐3%  of  the  insecticidal market  (Glare  et  al.  2012).  The 
term biopesticides includes those pest control techniques that use microbial organisms 
(bacteria,  fungi,  viruses  and  nematodes)  and/or  secondary  metabolites  from 
microorganisms  like  peptides  and  proteins.  It  even  comprises  genetically modified 
crops  that  improve  its  resistance  to  insect,  fungal, viral or herbicide damage  (Carlini 
and Grossi‐de‐Sa 2002, Coca et al. 2004). To be considered for  its use  in pest control, 
biopesticides  must  meet  several  criteria:  a)  be  cheap  to  produce,  b)  have  broad 
specificity, c) have a low toxicity in non‐target organisms, d) be easy to formulate and 
deliver, e) remain in the environment enough time to be effective, but not too long to 
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induce resistance, and f) be publicly perceived as innocuous (Whetstone and Hammock 
2007). 
  Entomopathogen fungi have been used effectively as biological control agents 
to  manage  crop  diseases,  some  of  them  being  commercialized,  like  Beauveria 
bassiana,  in  the  control  of  numerous  insects  and  flies,  or Metarhizium  anisopliae, 
recently  studied  against  the  mosquito  Anopheles  gambiae  (Shaw  et  al.  2002, 
Whetstone and Hammock 2007, Kim et al. 2014). H. thompsonii, the HtA producer,  is 
also  a  well‐known  entomopathogen  fungus  used  in  the  biological  control  of,  for 
example,  the mite  Varroa  destructor,  a  honey  bee  ectoparasite  (Kanga  et  al.  2002, 
Peng  et  al.  2002,  Shaw  et  al.  2002).  This  fungus  has  been  shown  to  be  even more 
effective  than  B.  bassiana  and M.  anisopliae  in  some  cases  (Rossi‐Zalaf  and  Alves 
2006). H.  thompsonii was  first  registered  in 1981 as a mycoacaricide  (Mycar)  for  the 
control of the citrus mite (McCoy and Couch 1982) but formulation problems,  lack of 
field persistence and poor product stability in storage and transport resulted in the loss 
of  this commercial product  late  in  the 1980s. Attempts  to overcome  these obstacles 
have been made, evaluating  the use of new  formulations  that  improve  the delivery, 
shelf life and field efficacy (Sreerama Kumar and Singh 2008). 
  Genetic  manipulation  has  also  been  used  to  increase  virulence  of  the 
entomopathogen  fungi  in pest control  (St Leger and Wang 2010). The  first successful 
demonstration  of  an  increased  virulence was  the  overexpression  in  the  fungus M. 
anisopliae of  a protease  capable of degrading  the  insect  cuticle.  This  technique has 
also been used to expand the range of  infected species or  increase stress resistance. 
However, no genetically modified (GM) microorganisms are currently commercialized 
as  biopesticides, mostly  due  to  the  strict  regulations  and  negative  public  opinions 
regarding GM organisms (Glare et al. 2012). 
  A number of successful biopesticides are based on using compounds produced 
by the microbes rather than provoking the  infection by the whole organism (Glare et 
al. 2012). Therefore, understanding the mechanism of  infection of these fungi as well 
as  the  virulence  factors  involved might help  in  the design of new  formulas  for pest 
control. In this sense, the  isolation and characterization of fungal ribotoxins and their 
activity  against  insects  opens  the  possibility  of  using  them  as  bioinsecticides, 
independently  or  in  formulas where  other  compounds  could  be  combined with  the 
active agent (Olombrada et al. 2013, Olombrada et al. 2014a). The potential toxicity of 
ribotoxins against vertebrates could be overcome by the design of new variants such 
as  some  HtA  Trp‐residues mutants  (Herrero‐Galán  et  al.  2012b,  Tome‐Amat  et  al. 
2015a).  These  proteins  retain  the  exquisite  ribonucleolytic  activity  against  the 
ribosome but  they are unable  to enter mammalian cells and  therefore  they also are 
much less cytotoxic.  
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Figure 5.‐ Baculovirus‐based biopesticides. Modified baculoviruses  containing genes  for  insect‐
specific toxins, hormones or other enzymes are sprayed on the plant foliage and then ingested by 
the caterpillar or adult insect. Polyhedra get solubilized in the insect's midgut due to an increase 
of the pH  in this region, virions are released and start replicating within the nuclei of epithelial 
cells, producing more virions which are released in a budded form (early infection) or occluded in 
polyhedra (late infection). 
 
  Due  to  its  intrinsic  insecticidal  activities,  insect  pathogenic  viruses  like 
baculoviruses represent another strategy for biocontrol (Fig. 5). Natural baculoviruses 
have  been  used  as  effective  biopesticides,  although  genetically  engineered  and 
recombinantly produced versions  seem  to be an even better alternative  (Cory et al. 
1994, Inceoglu et al. 2001), as they can accelerate the killing speed and do not confer 
any ecological advantage over the wild‐type species. Baculoviruses have the additional 
advantage of being an easy and stable formula with high specificity for the host. One 
example with a protein  related  to  fungal pathogenesis  is  the design of an  improved 
baculovirus that expresses a protease from A. fumigatus (Gramkow et al. 2010) that is 
able  to  induce death  in Spodoptera  frugiperda  larvae  faster  than  the wild‐type virus. 
These results encourage the development of similar tools using ribotoxins. Baculovirus 
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engineered  to  produce  fungal  ribotoxins would  be  insect‐selective, minimizing  side 
toxic  effects  against  other  organisms.  Furthermore,  the  extensive  knowledge  of 
ribotoxins accumulated over the years may be useful  in the design and production of 
more effective insecticidal toxins. The only concern regarding the use of baculoviruses 
in pest control  is  the public opinion about  the  introduction of GM viruses. However, 
new environmentally friendly baculoviruses are already being produced, consisting  in 
viruses  becoming  less  active  during  serial  passaging  and  therefore  they  become 
spontaneously inactive after some time (Shim et al. 2013). 
 
IV. THE STUDY OF RIBOSOME‐RELATED DISEASES. RIBOSOME BIOGENESIS 
AS AN ADDITIONAL TARGET OF RIBOTOXINS. 
 
  The  ribosomes  are  one  of  the  finest  constructed  and  regulated  molecular 
machines in the cell. They are essential for life, producing all the proteins required for 
cell  growth.  In  humans,  whenever  the  ribosomal  components,  or  the  molecules 
involved in assuring their correct function and structure, are altered, a heterogeneous 
number of diseases, named ribosomopathies, appear. These diseases have in common 
a ribosomal dysfunction, but differ significantly  in mechanism, clinical symptoms and 
potential  treatments  (Table  1).  Some  disorders,  such  as  Diamond‐Blackfan  anemia 
(DBA), have been  linked  to mutations  in  ribosomal proteins, whereas others  like  the 
Schwachman‐Diamond  syndrome  (SDS)  or  the  Treacher  Collins  syndrome  (TCS)  are 
directly related to defective ribosome biogenesis (Narla and Ebert 2010, Nakhoul et al. 
2014,  Ruggero  and  Shimamura  2014,  Warner  2015).  Clinical  features  of  these 
ribosomopathies normally  include bone marrow failure, developmental abnormalities 
and an elevated risk of cancer, although symptoms are diverse, even among patients 
with the same disease (Narla and Ebert 2010). There are many unanswered questions 
regarding ribosomopathies. Among them,  it  is quite striking how, being the ribosome 
such a conserved machinery among all cells, mutations in different ribosomal proteins 
can  lead  to such diversity of phenotypes and how sometimes  these mutations affect 
only  specific  tissues  or  cell  types.  Several  possible  explanations  for  this  tissue 
specificity could be: i) division rate is different among cells, so cells that proliferate fast 
are more affected by defective ribosome biogenesis than those that proliferate slowly; 
ii) the composition of ribosomes might be different among cell types, with variations in 
the expression  levels of some ribosomal proteins or ribosome‐associated factors that 
in the end can affect the mRNAs being translated (McCann and Baserga 2013, Nakhoul 
et al. 2014). The elucidation of the basis of these ribosome‐related diseases requires a 
deeper  knowledge  of  the  ribosome,  especially  in  the  field  of  its  biogenesis, which 
seems  to be altered  in a  relatively high number of  ribosomopathies. Saccharomyces 
cerevisiae has been an important model organism for the study of this process and its 
relation with not very well known diseases (Menne et al. 2007a, Woolford and Baserga 
2013). 
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Figure  6.‐  A)  Schematic  representation  of  ribosome  maturation  in  yeast,  which  starts  with 
transcription of 35S and 5S pre‐rRNAs. These  rRNAs associate  to  ribosomal proteins and other 
factors building the 90S particle. After cleavage of 35S pre‐rRNA, the 90S particle separates into 
pre‐60S  (blue)  and  pre‐40S  subunits  (green),  which  from  that  point  undergo  independent 
maturation  through  the  nucleoplasm  and  the NPCs. Once  in    the  cytoplasm,  final maturation 
yields  translational  competent  ribosomal particles. Ribotoxins  target mature 60S  subunits, but 
pre‐60S  subunits  might  also  be  affected  by  their  toxicity.  B)  pre‐rRNA  processing  pathway 
(simplified from Gerhardy et al. 2014). The 35S pre‐rRNA common precursor  is cleaved yielding 
20S  pre‐rRNA, which  is  processed  to  18S  rRNA  in  the  cytoplasm,  and  27S  pre‐rRNA, which  is 
processed to mature 25S rRNA and 5.8S rRNA. The 5S pre‐rRNA is processed early in the nucleus. 
Ribotoxins may affect this processing pathway by cleaving the SRL of mature and pre‐rRNAs. 
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  Ribosome biogenesis  is a  complex  cellular process where  the  large and  small 
ribosomal subunits are assembled.  In eukaryotes, this process starts  in the nucleolus. 
Then, both subunits undergo maturation through the nucleoplasm and the cytoplasm 
(Fig.  6).  More  than  300  factors,  including  proteins  and  RNAs  are  involved  in  the 
production of a eukaryotic ribosome in the yeast S. cerevisiae. In humans, this number 
is even higher,  in accordance  to  the bigger size and complexity of human  ribosomes 
(Lafontaine 2015, Warner 2015). This complex maturation process can be summarized 
by  first describing how 5S  and 35S pre‐rRNA  in  yeast  are  initially  transcribed  in  the 
nucleolus  by  RNA  polymerases  I  and  III,  acquiring  post‐transcriptional modifications 
and associating with  ribosomal proteins as well as other  trans‐acting  factors  to  form 
the 90S particle. This particle  is then cleaved, releasing pre‐40S and pre‐60S particles 
that undergo  independent maturation pathways. Pre‐40S are rapidly exported to the 
cytoplasm with  relatively  few compositional changes, and once  in  the cytoplasm  the 
main  remaining  step  is  the  processing  of  20S  pre‐rRNA  to  yield mature  18S  rRNA. 
Maturation of the pre‐60S particle is much more complex and involves several changes 
of composition when still within the nucleoplasm. Once  in the cytoplasm, only a  few 
factors  remain  attached  to  the  pre‐60S  particle.  A  sequential  pathway  takes  place 
where these factors are released from the pre‐60S particles. Major events include the 
release of factors from the exit tunnel, the assembly of the stalk structure (ribosomal 
proteins  P0,  P1  and  P2),  and  the  release  of  the  anti‐association  factor  Tif6  (eIF6  in 
humans), a factor that prevents from premature association of both subunits, by Sdo1 
and the GTPase Efl1 (Menne et al. 2007a, Kemmler et al. 2009, Lo et al. 2009, Panse 
and  Johnson 2010, Woolford and Baserga 2013, Gerhardy et al. 2014). Mutations  in 
the  human  ortholog  of  Sdo1,  SBDS,  are  responsible  for most  of  the  cases  of  the 
Shwachman‐Diamond syndrome (Brina et al. 2014, Ruggero and Shimamura 2014). 
  Thanks  to powerful  techniques  like  yeast genetics, as well as  tandem affinity 
purification combined with mass spectrometry, the knowledge of ribosome biogenesis 
has significantly increased over the past 20 years. However, many questions regarding 
this complex event are still unanswered. Fungal ribotoxins may shed some light in this 
sense. They might be appropriate tools to explore the maturation pathway of pre‐60S 
particles, especially in the cytoplasm, since their target, the SRL, is localized in a region 
essential during ribosome maturation. From the ribotoxins’ point of view, it would be 
interesting to see whether these toxins can access the nucleus, and if they do, whether 
the  SRL  of  pre‐60S  particles  can  be  cleaved.  From  the  ribosome  biogenesis  side, 
understanding how ribotoxins affect mature and  immature ribosomes may give some 
information about pre‐rRNA processing and folding, and the function and  localization 
of  some  trans‐acting  factors.  Eventually,  these  studies may  contribute  to  a  better 
understanding  of  pathologies  like  Shwachman‐Diamond  syndrome  and  other 
ribosomopathies. 
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Concluding remarks 
 
  Over  the  past  decades,  the  structure  and  function  of  fungal  ribotoxins  have 
been  studied  in deep detailed.  Today,  the  accumulated  knowledge of  this  family  of 
toxins  has  allowed  their  successful  use  in  some  downstream  applications,  like  the 
design  of  new  specific  immunotoxins  against  colon  cancer  or  the  establishment  of 
mouse models for the study of Aspergillosis. The discovery of HtA has opened up the 
possibility  that,  in  nature,  ribotoxins  have  a  major  role  as  defensive  toxins  with 
insecticidal  activity.  Their  high  specificity  against  insect  cells  and  larvae make  them 
good candidates  for the design and development of new biopesticides. Furthermore, 
the accumulated knowledge on their structure and function could be also used  in the 
field  of  ribosome  biogenesis,  which  in  the  end  could  contribute  to  a  better 
understanding of ribosomopathies. In conclusion, even though there is still so much to 
be done, ribotoxins have great potential to be used as biotechnological tools  in many 
different applications.  
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En esta Tesis Doctoral,  se han analizado posibles aplicaciones biotecnológicas de  las 
ribotoxinas fúngicas, centrándose en los siguientes objetivos: 
 
‐Estudio de las relaciones estructura‐función: 
  ‐Análisis  e  identificación  del  papel  que  juegan  en  la  actividad  citotóxica 
residuos de los bucles 2 y 3 de la ribotoxina ‐sarcina. 
  ‐Estudio  del  papel  de  la  horquilla    amino‐terminal  de  HtA  ya  que  este 
elemento estructural es de menor  longitud en ésta que en otras ribotoxinas. 
Análisis  de  varios  mutantes  puntuales  de  su  bucle  5,  que  pudieran  estar 
compensando la falta de cargas y la longitud de la mencionada horquilla. 
  ‐Identificación  y  caracterización  de  nuevas  proteínas  de  hongos 
entomopatógenos susceptibles de formar parte de la familia de las ribotoxinas 
fúngicas. En concreto se ha abordado  la producción y caracterización de una 
nueva  ribotoxina,  semejante  a HtA,  y  producida  por  el  hongo Metarhizium 
anisopliae. 
 
‐Análisis  comparativo  de  la  función  insecticida  de  las  ribotoxinas  fúngicas  más 
representativas,  y  evaluación  de  su  potencial  uso  en  el  control  de  plagas,  como 
alternativa a los pesticidas tradicionales. 
 
‐Estudio  de  la  interacción  de  las  ribotoxinas  fúngicas  con  el  ribosoma  eucariota, 
utilizando como modelo la levadura Saccharomyces cerevisiae: 
  ‐Análisis de la participación del tallo ribosómico eucariota en el mecanismo de 
interacción de la ribotoxina ‐sarcina con el ribosoma.  
  ‐Determinación de  la actividad de  las ribotoxinas fúngicas sobre el proceso de 
biogénesis del ribosoma eucariota. 
. 
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In this Thesis, several possible biotechnological applications of  fungal ribotoxins have 
been studied, focusing on the following objectives: 
 
‐ Structure‐function relationships: 
‐ Analysis and  identification of  the  role played by  several  residues of  loops 2 
and 3 of ribotoxin ‐sarcin in its toxic activity. 
‐  Study  of  the  role  of  the N‐terminal   hairpin  of HtA,  given  its  smaller  size 
when  compared with other  ribotoxins. Analysis of  several point mutations  in 
loop 5 that could be playing the role assigned to the N‐terminal ‐hairpin Lys 
residues in ‐sarcin. 
‐  Identification and characterization of new proteins that could be part of the 
family of  fungal ribotoxins. Specifically, we aim  to produce and characterize a 
new  ribotoxin  of  similar  sequence  to  HtA  found  in  the  genome  of  the 
entomopathogen fungus Metarhizium anisopliae.  
‐  Comparative  analysis  of  the  insecticidal  activity  of  the most  representative  fungal 
ribotoxins, evaluating  their potential use  in pest control as an alternative  to classical 
pesticides. 
‐  Study  of  the  interaction  between  fungal  ribotoxins  and  the  eukaryotic  ribosome, 
using Saccharomyces cerevisiae as the model organism. 
‐  Analysis  of  the  involvement  of  the  eukaryotic  ribosomal  stalk  in  the 
mechanism of interaction of ‐sarcin with the ribosome. 
‐ Study of  the  influence of  the activity of  fungal  ribotoxins on  the eukaryotic 
ribosome biogenesis pathway. 
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Resultados A: RELACIONES ESTRUCTURA‐FUNCIÓN 
EN LAS RIBOTOXINAS 
 
 
 
 
 
 
A1.  Participación  de  los  bucles  2  y  3  de  la  ‐sarcina  en  su 
actividad ribotóxica. 
Las  ribotoxinas  fúngicas  son  una  familia  de  RNasas  inactivantes  del  ribosoma 
extraordinariamente específicas que ejercen su acción sobre  la secuencia conservada 
de rRNA conocida como lazo sarcina/ricina (SRL). La ribotoxina ‐sarcina es el miembro 
de esta familia mejor caracterizado. Su actividad tóxica resulta de la combinación de su 
actividad RNasa y de su habilidad para cruzar membranas lipídicas. Los bucles 2 y 3 de 
la ‐sarcina  parecen  estar  involucrados  en  el  reconocimiento  del  SRL  y  de  algunas 
proteínas  del  ribosoma,  pero  también  podrían  participar  en  la  interacción  con  las 
membranas celulares. En este  trabajo  se han preparado diferentes  formas mutantes 
de  la ‐sarcina para estudiar  la  implicación de estas regiones en su acción tóxica. De 
acuerdo con los resultados obtenidos, los residuos de lisina 111, 112 y 114 del bucle 3 
participarían en el reconocimiento del SRL, y uno de éstos  , el 114, estaría  formando 
parte de una red de  interacciones con  la tirosina 48, que es esencial para  la catálisis. 
Los  ensayos  de  interacción  con  lípidos  muestran  como  este  conjunto  de  lisinas 
participa también en la interacción con membranas. El bucle 2 parece ser responsable 
del  cambio  conformacional  que  expondría  la  región  de  la  proteína  encargada  del 
establecimiento de interacciones hidrofóbicas con las caras internas de las membranas 
lipídicas favoreciendo así la entrada de la toxina en las células diana. 
 
Trabajo  A1:  Castaño‐Rodríguez  C,  Olombrada  M,  Partida‐Hanon  A,  Lacadena  J, 
Oñaderra M, Gavilanes JG, García‐Ortega L y Martínez del Pozo A (2015). "Involvement 
of loops 2 and 3 of ‐sarcin on its ribotoxic activity."Toxicon 96, 1‐9. 
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Supplementary Material 
Table  S1.  Coding  nucleotide  5’→3’  sequences  of  the  primers  used  to  construct  the 
different  mutants  studied  in  this  work,  with  the  nucleotide  changes  or  insertion 
underlined. In addition to the oligoribonucleotides shown, in all cases it was also used 
another one containing the corresponding complementary sequence. 
α‐Sarcin 
mutant  Nucleotide sequence 
K111E  5’‐AGTTTGATTCGGAGAAGCCCAAGGA‐3’ 
K112E  5’‐TTGATTCGAAGGAGCCCAAGGAAAA‐3’ 
K114E  5’‐CGAAGAAGCCCGAGGAAAATCCTGG‐3’ 
H82Q  5’‐GACCGTCCTCCCAAGCAGAGCAAGGACGGAAAC‐3’ 
ΔSarHtA  5’‐TCCCAGTGTGACCGTGGCGATGCTATCCTGCTGGAGTTCCCA‐3’ 
 
Table S2. Purification yield, expressed as milligrams of protein  isolated from one  liter 
of  original  culture,  and  spectroscopic  parameters  of  α‐sarcin  wild‐type  and  the 
different mutants  studied.  Fluorescence  emission  relative  quantum  yields  (QTrp  and 
QTyr) are referred to the values of the wild‐type protein. Tm values are also shown. 
Protein  Purification 
yield  E
0.1%
(280nm, 1cm)  QTrp  QTyr 
Tm 
(ºC) 
α‐sarcin  7.0  1.34  1.00  1.00  52.0 
K111E  7.5  1.39  0.85  0.73  51.0 
K112E  10.8  1.37  1.19  1.10  53.0 
K114E  6.0  1.35  1.19  1.05  49.0 
H82Q  1.0  1.51  6.65  1.54  45.0 
∆SarHtA  6.0  1.58  5.46  1.79  48.0 
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Figure S1. SDS–PAGE analysis  (upper panel) and Western blot  identification  (lower panel) of 
the wild‐type  α‐sarcin and  the different mutants  studied. BioRad prestained 13 and 19 KDa 
molecular weight standards (second line from left) are also indicated. All samples were boiled 
in the presence of 5.0% β‐mercaptoethanol before being loaded onto the gel. 
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A2. Participación de  la horquilla  amino‐terminal y  las  lisinas 
del  bucle  5  de  la  ribotoxina  hirsutelina  A  en  su  actividad 
insecticida 
 
  Después de la ‐sarcina, una de las ribotoxinas más estudiadas es la hirsutelina 
A  (HtA),  producida  por  el  hongo  entomopatógeno  Hirsutella  thompsonii.  Las 
ribotoxinas poseen una elevada  identidad tanto de secuencia como de estructura no 
sólo cuando se comparan entre ellas, sino también cuando esta comparación se lleva a 
cabo con otras RNasas  fúngicas no  tóxicas, como  la RNasa T1. La mayor parte de  las 
diferencias observadas entre las ribotoxinas y las RNasas no tóxicas se concentra en la 
longitud y carga de sus bucles, así como en  la horquilla  amino‐terminal. HtA posee 
un tamaño intermedio entre la mayoría de las ribotoxinas y las RNasas no tóxicas, pero 
aún así alberga en su pequeña estructura todas las características de las ribotoxinas. Su 
extremo  amino‐terminal  presenta  diferencias  notables  con  el  de  la  ‐sarcina  en 
términos  de  longitud  y  carga.  En  este  trabajo  se  han  producido,  purificado  y 
caracterizado cuatro mutantes de  la HtA que afectan a  la horquilla  amino‐terminal 
(la deleción [8‐15]) y al bucle 5, muy próximo en  la estructura a  la  región anterior 
(K115E, K118E y K123E). Los resultados apuntan a que el centro activo de HtA es más 
adaptable  que  el  de  la  ‐sarcina,  siendo  capaz  de  acomodar  cambios  tanto 
electrostáticos como estructurales que no serían posibles en el caso de las ribotoxinas 
de mayor tamaño. De este modo se explica que las variantes que se estudian aquí sólo 
presenten  pequeñas  diferencias  en  cuanto  a  la  actividad  ribonucleolítica  y  a  la 
citotoxicidad frente a células de insecto en cultivo. 
 
Trabajo A2: Olombrada M, García Ortega L, Lacadena  J, Oñaderra M, Gavilanes  JG y 
Martínez del Pozo, A (2015). "Involvement of loop 5 lysine residues and the N‐terminal 
‐hairpin of the ribotoxin Hirsutellin A on its insecticidal activity."Enviado. 
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Involvement of loop 5 lysine residues and the N‐terminal β‐
hairpin of the ribotoxin hirsutellin A on its insecticidal activity. 
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Abstract 
  Ribotoxins  are  cytotoxic  members  of  the  family  of  fungal  extracellular 
ribonucleases best  represented by RNase T1. They  share a high degree of  sequence 
identity and a common structural  fold,  including  the geometric arrangement of  their 
active sites. However, ribotoxins are  larger, with a well‐defined N‐terminal β‐hairpin, 
and  display  longer  and  positively  charged  unstructured  loops.  These  structural 
differences  account  for  their  cytotoxic  properties.  Unexpectedly,  the  discovery  of 
hirsutellin  A  (HtA),  a  ribotoxin  produced  by  the  invertebrate  pathogen  Hirsutella 
thompsonii, showed how it was possible to accommodate these features into a shorter 
amino acid sequence. Examination of HtA N‐terminal β‐hairpin  reveals differences  in 
terms  of  length,  charge,  and  spatial  distribution.  Consequently,  four  different  HtA 
mutants were prepared and characterized. One of them was the result of deleting this 
hairpin  [Δ(8‐15)] while the other three affected single Lys residues  in  its close spatial 
proximity  (K115E,  K118E,  and  K123E).  The  results  obtained  support  the  general 
conclusion  that HtA active site would show a high degree of plasticity, being able  to 
accommodate  electrostatic  and  structural  changes  not  suitable  for  the  other 
previously known larger ribotoxins, as the variants described here only presented small 
differences  in terms of ribonucleolytic activity and cytotoxicity against cultured  insect 
cells. 
Keywords: Ribotoxins, hirsutellin A, Ribonucleases, rRNA 
Abbreviations: HtA, hirsutellin A; (8‐15), a mutant version of HtA where residues 8 to 
15 (PKLDGREK) have been substituted by two Gly; PPE, poison primer extension; RIP, 
ribosome‐inactivating protein; RNase, ribonuclease; SRL, sarcin–ricin loop. 
Introduction 
  Ribotoxins  are  cytotoxic  members  of  the  family  of  fungal  extracellular 
ribonucleases (RNases) best represented by RNase T1 (Yoshida 2001). They have been 
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shown to be extremely toxic because they exert their ribonucleolytic activity just on a 
unique phosphodiester bond of the  larger molecule of rRNA  in the ribosome,  leading 
to protein synthesis inhibition and cell death (Lacadena et al. 2007).This rRNA bond is 
unique because  it  is  located at an evolutionarily conserved  site,  the  sarcin‐ricin  loop 
(SRL),  with  essential  roles  in  ribosome  function  (García‐Ortega  et  al.  2010)  and 
maturation  (Lo et al. 2010), and  it  is also  the  target of  the  family of plant ribosome‐
inactivating proteins (RIPs), a group of glycosidases best represented by ricin (Nielsen 
and Boston 2001). 
In addition to their ribonucleolytic activity, fungal ribotoxins have the ability to 
cross  lipid membranes  in  the absence of any known protein  receptor, mainly due  to 
their ability to interact with acid phospholipids(Gasset et al. 1994; Martínez‐Ruiz et al. 
2001; Oñaderra  et  al.  1993).  This  feature  is  the  explanation  of why  these  proteins 
display a remarkable but not highly specific antitumoral activity (Jennings et al. 1965; 
Lacadena et al. 2007; Olmo et al. 2001; Olson and Goerner 1965; Turnay et al. 1993). 
α‐Sarcin is the most extensively characterized ribotoxin (Lacadena et al. 2007), 
but many others have been identified and/or characterized in different fungal species 
(Huang  et  al.  1997;  Lin  et  al.  1995; Martínez‐Ruiz  et  al.  1999a; Martínez‐Ruiz  et  al. 
1999b; Parente et al. 1996; Varga and Samson 2008; Wirth et al. 1997). Most of them 
show  a  high  degree  of  conservation with  sequence  identities  above  60%  and  even 
higher  than 85%  in many  instances. The only exception known  so  far  is hirsutellin A 
(HtA), another extracellular RNase produced by an  invertebrate pathogen, the fungus 
Hirsutella thompsonii, which has been demonstrated to be a ribotoxin even though  it 
only displays about 25% sequence identity with the previously known members of the 
family  (Figure 1)  (Boucias et al. 1998; Herrero‐Galán et al. 2013; Herrero‐Galán et al. 
2008; Martínez‐Ruiz et al. 1999b; Olombrada et al. 2014a). HtA is considerably smaller 
than  the  rest  of  ribotoxins  known  but  still  contains  the  same  elements  of  periodic 
secondary structure and an identical structural arrangement of the active site residues 
(Figure 1) (Herrero‐Galán et al. 2012a; Herrero‐Galán et al. 2012b; Herrero‐Galán et al. 
2008; Martínez‐Ruiz  et  al.  1999b;  Viegas  et  al.  2009).  HtA  is  indeed  a well‐known 
insecticidal  protein  (Boucias  et  al.  1998;  Liu  et  al.  1995).  Therefore,  the 
characterization of HtA as a fungal ribotoxin not only proved that the unique abilities 
of  ribotoxins  can  be  accommodated  into  a  shorter  amino  acid  sequence  (Herrero‐
Galán et al. 2008), but also suggested that they might play an insecticidal role in nature 
(Olombrada  et  al.  2013;  Olombrada  et  al.  2014a).  Consequently,  deciphering  the 
distinct molecular features that enable rather different proteins  like α‐sarcin and HtA 
to  show  this  identical  and  singular  toxic  behavior  is  of  great  interest  and might  be 
useful  in the design and development of new and effective biotechnological tools for 
different applications like new biopesticides (Olombrada et al. 2013; Olombrada et al. 
2014a), the study of ribosome‐related diseases (De  la Cruz et al. 2015; Olombrada et 
al. 2014b) or the construction of new immunotoxins (Tomé‐Amat et al. 2015). 
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The  N‐terminal  β‐hairpin  of  ribotoxins  has  been  shown  to  modulate  their 
catalytic  activity  (García‐Ortega  et  al.  2001;  García‐Ortega  et  al.  2002).  Deletion 
variants of sarcin and Aspf1  (another well‐known  ribotoxin),  in which  this hairpin 
had been eliminated without affecting the overall three‐dimensional structure of the 
proteins  (García‐Mayoral et al. 2004; García‐Ortega et al. 2005b; García‐Ortega et al. 
2002),  retained  their  nonspecific  ribonucleolytic  activity  as  well  as  their  ability  to 
specifically  cleave  SRL‐like  oligonucleotides.  However,  these  deletion mutants were 
not  able  to  inactivate  rabbit  ribosomes  with  the  high  specificity  and  efficiency 
displayed by the wild‐type proteins and, therefore, were much  less cytotoxic (García‐
Ortega et al. 2005b; García‐Ortega et al. 2002; Olombrada et al. 2014b). Comparison of 
‐sarcin and HtA three‐dimensional structures revealed major differences precisely in 
the  sequence,  length,  and  conformation  of  their  N‐terminal  β‐hairpins  (Fig.  1A), 
suggesting  that  an  additional  protein  region  would  be  required  for  HtA  specific 
recognition  of  the  ribosome. Within  this  idea,  close  inspection  of  these  structures 
suggested  that  this  function  could  be  assisted  by  the  presence  of  a  cluster  of  Lys 
residues along HtA  loop 5  (Figure 1B)  (Herrero‐Galán et al. 2012a). Therefore, and  in 
order  to  investigate  this matter,  the work presented here deals with  the production 
and characterization of a deletion mutant version of HtA, where amino acids 8 to 15 
(PKLDGREK) were substituted by two Gly residues [Δ(8‐15)], and three single mutants 
affecting the mentioned Lys residues, which were changed to Glu (K115E, K118E, and 
K123E). 
Results 
Protein purification and spectroscopic characterization 
  All  four HtA mutants studied were purified to homogeneity according to their 
SDS‐PAGE behavior. Amino acid analyses were  in good agreement with the mutation 
produced. These analysis and the corresponding UV‐absorption spectra were used to 
calculate their E0.1% (280 nm, 1 cm) values (Table 1). These values were very similar for 
all of  them  in accordance with  the  fact  that  there were neither Trp nor Tyr  residues 
among  the  mutated  amino  acids.  Furthermore,  this  invariance  of  the  E0.1%  values 
suggested a conservation of their three‐dimensional structures. In agreement with this 
observation, the far‐UV CD spectra of the four mutant proteins (Fig. 2), as well as their 
fluorescence emission spectra (Fig. 3), showed only very minor changes.  
  Higher  differences were  observed  in  terms  of  thermostability  (Table  1).  The 
Δ(8‐15) protein showed a decrease of 12ºC in its Tm value, and the Lys to Glu mutants 
displayed  reductions  of  only  3‐5  degrees  respect  to  the  wild‐type  HtA  (Table  1). 
Nevertheless,  the  functional  differences  observed  for  these  proteins  should  not  be 
attributed  to  the  lower  thermostability of  the mutants,  since  the Tm values were  far 
above the temperature values used in the experiments herein described. 
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HtA variant  Purification yielda 
E 0.1% 
(280 nm, 0.1cm)  Tm (⁰C)
b 
WT  1.00  2.00  62.0 
Δ(8‐15)  0.50  2.00  50.0 
K115E  0.36  2.01  57.0 
K118E  0.60  1.87  59.0 
K123E  0.45  1.90  58.5 
Table 1. Some features of the purified proteins 
aMilligrams of protein obtained per liter of original culture. 
bMid‐point  temperature of  the  thermal denaturation  transition measured as  the ellipticity value 
variation at 215 nm as a function of temperature (García‐Mayoral et al. 2006; Herrero‐Galán et al. 
2008; Lacadena et al. 1995; Lacadena et al. 1999). 
 
 
Figure 1.  (A) Diagrams showing  the  three‐dimensional structures of HtA  (PDB  ID: 2KAA) and α‐
sarcin (PDB ID: 1DE3) as well as the alignment of their amino acid sequences. Side chains of the 
residues mutated in HtA are shown in gray, according to the sequence alignment shown below. 
The N‐terminal β‐hairpin backbone stretch of both proteins, substituted by  two Gly residues  in 
the Δ(8‐15) mutant, is also shown in gray. The rest of the backbone color codes are blue for the 
NH2‐terminal β‐hairpin and the β‐strands; red for the α‐helix; yellow for loop 1; green for loop 2; 
light blue for loop 3,magenta for loop 4; orange for loop 5. These color codes are also maintained 
along  the  sequence alignment.  (B) Diagram  showing  the  spatial distribution of  loop 5  (orange) 
and the N‐terminal hairpin (blue) of HtA. Side chains of HtA Lys 9, 15, 115, 118, and 123, and 
catalytic  His  113  (Herrero‐Galán  et  al.  2012a;  Viegas  et  al.  2009)  are  shown.  Diagrams were 
generated with PyMol software (DeLano 2008). 
Ribonucleolytic activity against eukaryotic ribosomes 
  The  natural  optimum  substrates  of  ribotoxins  are  eukaryotic  ribosomes. 
Accordingly, the enzymatic characterization of both wild‐type and mutant proteins was 
first performed  following  the  release of  the characteristic  rRNA α‐fragment  resulting 
from their cleaving activity on the larger ribosomal subunit of ribosomes of a cell‐free 
rabbit reticulocyte lysate. As it can be observed in Fig. 4A, although all mutant proteins 
assayed retained  this specific ribonucleolytic activity against rabbit ribosomes,  it was 
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slightly  impaired when  compared  to  the wild‐type  protein  (Fig.  4B).  This  effect was 
especially  evident  for  the  K123E  and  (8‐15)  variants  which  showed  much  lower 
activity values at the lower enzyme concentrations employed. 
Figure 2.Far‐UV circular dichroism spectra of wild type HtA (black dots) and its different mutants 
(white  dots):  K115E  (A),  K118E,  (B),  K123E  (C),  and  Δ(8‐15)  (D).The  line  with  black  squares 
represents  the calculated difference spectra wild‐type minus mutant. Circular dichroism values 
are expressed as mean residue weight ellipticities (θMRW) in units of degree x cm2 x dmol‐1. 
Ribonucleolytic activity against an SRL‐like oligonucleotide 
  Short oligoribonucleotides mimicking the SRL sequence and structure (SRL‐like 
oligos) are  frequently used to evaluate the  influence of other ribosomal elements on 
ribotoxins activity. Thus, although  ribotoxins  cleave  these SRL‐like oligos  specifically, 
producing only two smaller fragments which can be fractionated on a polyacrylamide 
gel, this activity is several orders of magnitude less efficient than that one produced on 
intact ribosomes (Endo et al. 1988; Gluck and Wool 1996; Kao et al. 2001; Wool 1997; 
Wool  et  al.  1992).  It  is  assumed  that  this  is  due  to  the  absence  of  additional 
interactions  with  specific  ribosomal  regions  such  as  some  large  subunit  conserved 
proteins  (García‐Mayoral  et  al.  2005)  as  well  as  the  contribution  of  electrostatic 
interactions with the complete ribosome (Korennykh et al. 2007). In this occasion, and 
in  good  accordance  with  the  assays  using  intact  ribosomes  described  above,  all 
mutants  studied  alsoretained  the  ability  to  specifically  cleave  the  SRL‐like  oligo 
employed (Fig. 5A).  In fact, the K115E variant displayed a cleaving pattern which was 
practically  indistinguishable  from  that  shown  by wild‐type  HtA.  K123E  and  (8‐15) 
were also  the  least efficient variants, showing again much  lower activity values  than 
wild‐type HtA(Fig. 5B) at the lower protein concentrations assayed. 
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Figure  3.Fluorescence  emission  spectra  of wild‐type HtA  and  the mutant  variants  studied. All 
spectra were  recorded  at  identical  protein  concentrations.  Spectra were  recorded  using  275 
(continuous  lines)  and  295  (dotted  lines)  nm  as  excitation  wavelengths.  These  spectra  were 
normalized at wavelengths above 380 nm to obtain the tryptophan contribution (dashed  lines). 
Finally, tyrosine contribution was calculated as described  in the Materials and Methods section 
(dashed‐dotted lines). Fluorescence emission units were arbitrary, and referred to the maximum 
value of wild‐type HtA upon excitation at 275 nm. The table shows the relative fluorescence Tyr 
or Trp quantum yield for excitation at 275 nm to that of wild‐type HtA considered as 1.00 
Toxic effect on insect cell lines in culture 
  It  is  well  known  the  dramatic  effect  of  HtA  on  the  inhibition  of  in  vivo  S. 
frugiperda cells protein biosynthesis (Castaño‐Rodríguez et al. 2015; Herrero‐Galán et 
al.  2013; Olombrada  et  al.  2013).  Therefore,  this  insect  cellular  line was  chosen  to 
evaluate the toxic effect of the mutants studied when employed against intact cells. In 
good  accordance with  the previous  results  shown  above, K115E  and K118E  showed 
very similar  insecticidal behavior as wild‐type HtA, at  least  in terms of their ability to 
inhibit protein biosynthesis  in S. frugiperda cultured cells (Fig. 6). On the other hand, 
K123E  and  (8‐15)  showed  around  a  ten‐fold  increase  in  the  value  of  protein 
concentration needed to produce a 50% protein biosynthesis inhibition (Fig. 6). That is 
to  say,  these  two mutants  displayed  lower  cytotoxic  activity  against  insect  cells  in 
comparison with the behavior shown by wild‐type HtA. 
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Figure  4.  (A)  Ribonucleolytic  activity  assay  of wild‐type HtA  and  the  four mutants  studied  as 
shown by the release of the 400‐nucleotide α‐fragment (which position is indicated) from the 28 
S rRNA of rabbit ribosomes. (B) Quantitation of this assay by poison primer extension. Results are 
expressed as the percentage of SRL cleavage versus the concentration of ribotoxin assayed. Wild‐
type  and mutant  proteins were  assayed  at  1.0,  10.0  and  50.0  nM  concentrations. Means  are 
calculated from the result of at least three independent experiments. 
Discussion 
  RNase T1  is not only one of  the most exhaustively characterized proteins but 
also the best known member of the family of fungal extracellular RNases (Loverix and 
Steyaert 2001; Yoshida 2001), a group that  includes ribotoxins (Lacadena et al. 2007; 
Martínez‐Ruiz et al. 2001). All members of this family, ribotoxins included, share a high 
degree of  sequence  identity  (Arruda et al. 1990; Fernández‐Luna et al. 1985;  López‐
Otín et al. 1984; Martínez‐Ruiz et al. 1999a; Martínez‐Ruiz et al. 1999b; Rodríguez et al. 
1982; Sacco et al. 1983; Wirth et al. 1997) and a common structural  fold concerning 
the  architecture  and  connectivity  of  the  regular  secondary  structure  elements 
(Campos‐Olivas  et  al.  1996; Martínez‐Ruiz  et  al.  2001;  Pérez‐Cañadillas  et  al.  2000; 
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Viegas  et  al.  2009;  Yang  and Moffat  1996)  and  the  geometric  arrangement  of  the 
residues  involved  in  the active site  (Martínez‐Ruiz et al. 2001; Pérez‐Cañadillas et al. 
2000; Viegas et  al. 2009). However, only  ribotoxins  show  cytotoxic properties. Non‐
toxic  fungal  extracellular  RNases  are  smaller  than  ribotoxins,  lack  a well‐defined N‐
terminal  β‐hairpin,  and  display much  shorter  and  negatively  charged  unstructured 
loops (Lacadena et al. 2007; Pace et al. 1991). Accordingly, it was predicted that these 
structural  differences  would  account  for  the  cytotoxic  properties  of  ribotoxins 
(Martínez‐del‐Pozo et al. 1988). 
 
Figure 5.(A) Activity  assay on  a 35‐mer oligonucleotide mimicking  the  SRL.  This  substrate was 
incubated in presence of wild‐type, Δ(8‐15), K115E, K118E, and K123E versions of HtA. A control 
in the absence of enzyme  is also shown  (‐). The positions of the 21‐mer and 14‐mer  fragments 
resulting  from  the  specific  cleavage of a  single phosphodiester bond and of  the  intact 35‐mer 
oligo  are  indicated.  Proteins  were  assayed  at  2.0,  10.0  and  100.0  nM  concentrations.  (B) 
Quantitation of these activities shown as percentage of SRL cleavage as a function of the protein 
concentration assayed. 
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Figure  6.Protein  biosynthesis    SD  in  Sf9  insect  cells  cultured  in  the  presence  of  different 
ribotoxin variants  concentrations. Results  shown are  the average of  three  independent  sets of 
experiments.  A  thin  horizontal  line  has  been  drawn  to  indicate  50%  of  protein  synthesis 
inhibition. 
  These predictions, which were  formulated at  the early  stages of  the  study of 
ribotoxins  (Lamy et  al. 1992; Mancheño et  al. 1995; Martínez‐del‐Pozo et  al. 1988), 
have  been  confirmed  since  then  (Campos‐Olivas  et  al.  1996;  García‐Mayoral  et  al. 
2005;  García‐Mayoral  et  al.  2004;  García‐Ortega  et  al.  2001;  García‐Ortega  et  al. 
2005b; García‐Ortega et al. 2002).For example, the N‐terminal β‐hairpins of ‐sarcin, 
mitogillin,  restrictocin,  and  Aspf1  (four well  characterized  ribotoxins)modulate  their 
catalytic activity(García‐Ortega et al. 2001; García‐Ortega et al. 2005b; García‐Ortega 
et  al.  2002;  Kao  and  Davies  1999;  Kao  and  Davies  2000).  These  studies  included 
deletion  variants  in  which  the  hairpin  had  been  eliminated  without  affecting  the 
overall three‐dimensional structure of the proteins (García‐Mayoral et al. 2004; García‐
Ortega et al. 2005b; García‐Ortega et al. 2002). Deletion mutants [‐sarcin Δ(7‐22) and 
Aspf1 Δ(7‐22)] which retained their non‐specific ribonucleolytic activity as well as their 
ability  to cleave SRL‐like oligonucleotides, but were not able  to specifically  inactivate 
rabbit  ribosomes.  Therefore,  they  were  much  less  cytotoxic  (García‐Ortega  et  al. 
2005b;  García‐Ortega  et  al.  2002).Docking  studies  revealed  that  this  N‐terminal  β‐
hairpin  could  establish  interactions  with  ribosomal  proteins  in  order  to  direct  the 
ribotoxin to the SRL region of the ribosome (García‐Mayoral et al. 2005). 
  HtA was discovered and characterized as a new and  singular  fungal  ribotoxin 
(Boucias et al. 1998; Herrero‐Galán et al. 2008; Liu et al. 1995). It is around 20 residues 
shorter than all other known  fungal ribotoxins  (Martínez‐Ruiz et al. 1999a; Martínez‐
Ruiz et al. 1999b) and displays sequence identities of only about 25% (Martínez‐Ruiz et 
al.  1999b).  Again,  most  of  the  amino  acid  differences  are  located  at  the  protein 
unstructured loops and the N‐terminal β‐hairpin (Fig. 1B). The length of the N‐terminal 
β‐hairpin  in HtA  is also  intermediate between those  in RNase T1 and ‐sarcin, having 
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20 amino acids  in HtA, 26  in ‐sarcin and 12in RNase T1.A closer examination of ‐
sarcin and HtA hairpin  sequences  reveals another  remarkable difference  in  terms of 
available charges, since two of the positively charged residues  in ‐sarcin are missing 
in HtA  (Fig. 1A). From a  functional point of view,  this reduction  in  length and charge 
would  be  extremely  important  given  the  role  of  this  protein  region  in  ribotoxins 
cytotoxic activity (Álvarez‐García et al. 2009b; García‐Ortega et al. 2001; García‐Ortega 
et al. 2005b; García‐Ortega et al. 2002; Olombrada et al. 2014b). 
The aim of  the present work was  to  investigate  the  role of HtA N‐terminal β‐
hairpin on  itsribonucleolytic activity and  its  cytotoxic behavior. Within  this  idea,  the 
(8‐15) mutant was produced and purified. Moreover, comparison of ‐sarcin and HtA 
loop 5 (Fig. 1A), in close proximity to the N‐terminal ‐hairpin, revealed how it is longer 
in HtA and contains precisely two additional Lys residues (K118 and K123).In fact, loop 
5 in HtA adopts a different orientation, pointing towards the closed end of the shorter 
hairpin. This could allow loop 5, which includes three lysine residues, K115 (conserved 
in ‐sarcin), K118 and K123, to compensate for the  lack of charge on that face of the 
molecule (Viegas et al. 2009). These residues could eventually fulfill the role of the two 
Lys missing along the hairpin when compared to ‐sarcin’s sequence. Accordingly, the 
K115E, K118E, and K123E mutants were also produced, purified, and characterized. 
Figure 7. Three‐dimensional structure representation of the hydrophobic interaction established 
between HtA Leu 10 and Val 116 residues. 
All  four  mutants  retained  the  overall  features  of  the  wild‐type  protein  as 
revealed by their far‐UV CD (Fig. 2) and fluorescence emission (Fig. 3) spectra. In fact, 
from  a  structural  point  of  view  the  only major  difference  observed  was  the  high 
reduction of 12ºC  in  the Tm value of (8‐15)  (Table 1). A  reduction  in  clear  contrast 
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with the results obtained for the other equivalent deletion mutants studied before, ‐
sarcin Δ(7‐22) and Aspf1 Δ(7‐22), where reductions of only 2.0 and 4.4 degrees were 
obtained,  respectively  (García‐Ortega  et  al.  2005b;  García‐Ortega  et  al.  2002).Close 
inspection  of  HtA  three‐dimensional  structure  reveals  a  hydrophobic  interaction 
between Leu 10 and Val 116 (Fig. 7) which would be eliminated in the deletion mutant. 
The absence of this  interaction could explain the observed Tm value reduction  (Table 
1). 
In the two deletion mutants previously studied, ‐sarcin Δ(7‐22) and Aspf1 Δ(7‐
22), the two proteins did not recognize the SRL within the context of intact ribosomes 
under  the  assay  conditions  employed.However,  they  retained  their  ribonucleolytic 
activity against less specific substrates such as SRL‐like oligonucleotides (García‐Ortega 
et al. 2005b; García‐Ortega et al. 2002). The results presented now reveal that the four 
HtA mutants  studied  showed  a  decreased  ability  to  generate  the ‐fragment when 
assayed against  rabbit  ribosomes, but all  they still  retained  the specificity  (Fig. 4).  In 
this  case,  however,  the  results  obtained  with  the  35 mer  SRL‐like  oligonucleotide 
assays were very similar (Fig. 5). Overall, these results suggest that for HtA not only the 
N‐terminal ‐hairpin but also loop 5 residues are involved in ribosome recognition and 
that, as predicted, loop 5 would contribute to specificity since a missing N‐terminal ‐
hairpin does not render a non‐specific RNase. 
  It  has  been  also  proposed  that  the  enzymatic  efficiency  of  ‐sarcin  is 
dependent on the  interactions between  its catalytic His‐137,  loop 5 residues, and the 
N‐terminal β‐hairpin (Álvarez‐García et al. 2009a; Masip et al. 2001; Pérez‐Cañadillas et 
al. 2000). After more than two decades of systematic studies, it has also become well‐
established  that  the  activity  of  ribotoxins  is  extremely  dependent  on  electrostatic 
interactions among  their active site  residues  (Álvarez‐García et al. 2006; Masip et al. 
2001; Pérez‐Cañadillas et al. 1998; Pérez‐Cañadillas et al. 2000). His 42, Glu 66 and His 
113 form the catalytic triad of HtA (Fig. 1), in good accordance with many other fungal 
ribonucleases, toxic or not (Lacadena et al. 2007; Lacadena et al. 1995; Lacadena et al. 
1998; Lacadena et al. 1999; Yoshida 2001). However,  single mutants of  this catalytic 
triad  of  HtA  (Herrero‐Galán  et  al.  2012a) maintained  to  some  extent  the  ability  to 
degrade eukaryotic ribosomes, so none of these three residues  is strictly essential for 
the  ribonucleolytic  activity  of  this  protein  on  this  substrate  (Herrero‐Galán  et  al. 
2012a).On the other hand, none of the single mutants of the catalytic triad of HtA was 
able to cleave the synthetic SRL (Herrero‐Galán et al. 2012a). These results showed the 
importance of a microstructural environment more than the presence of a particular 
individual residue in the activity of HtA. The results presented now with this new set of 
mutants  are  in  perfect  agreement  with  this  hypothesis,  and  suggest  that  this 
microenvironment  is  influenced  by  interactions  beyond  the  active  site. Overall, HtA 
seems  to  be  a more  adaptable  enzyme, with  the  ability  to  accommodate  changes 
which would  not  be  suitable  for  the  larger  ribotoxins  characterized  before.  In  this 
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regard,  it could be considered a better  fitted enzyme  for  the purpose of  inactivating 
ribosomes in more variable environments. 
In  addition  to  their  ribonucleolytic  activity,  ribotoxins  cross  lipid membranes, 
showing  a  cytotoxic behavior  against different  types of  cells. Of  special  relevance  is 
their  toxic  effect  against  insect  cells,  an  evidence  of  their  potential  insecticidal 
behavior  in  nature  (Olombrada  et  al.  2013;  Olombrada  et  al.  2014a).  The  results 
reported now would be  in agreement with the observation that HtA Lys 115 and 118 
residues do not play a major role in recognizing the ribosome (Figs. 4 and 5) supporting 
their unaltered cytotoxic activity (Fig 6). On the other hand,K123E and (8‐15) showed 
a  significantly  impaired  cytotoxic  activity  (Fig.  6)  which  also  correlated  with  the 
detrimental  ribonucleolytic  activities  that  they  displayed  against  ribosomes  and  the 
SRL‐like  oligonucleotide  (Figs.  4  and  5).  For  these  two mutants, we  cannot  discard 
however a  role  for  the  residues mutated  in  lipid  interaction and passage across  cell 
membranes as an additional explanation of their lower cytotoxicity. In fact, it has been 
reported before how ‐sarcin Lys 14 and 21, with  identical amino acids  in equivalent 
positions  of  HtA  (Fig.  1),  are  crucial  residues  for  the  correct  achievement  of  these 
interactions (Álvarez‐García et al. 2009b). 
  In summary, the results obtained support the general conclusion that,  in spite 
of its smaller size, HtA active site would be highly adaptable, accommodating changes 
which  would  not  be  suitable  for  the  larger  ribotoxins  characterized  before.  This 
flexibility makes HtA active site susceptible to  intramolecular  interactions with the N‐
terminal ‐hairpin and loop 5.In addition, the hydrophobic interaction between Leu 10 
and Val 116 seems to be crucial for the high protein thermostability. Finally, not only 
the N‐terminal  ‐hairpin  but  also  Lys  123  in  loop  5  play  an  important  role  for  this 
protein to exert its insecticidal action on cultured insect cells. 
 
Experimental procedures 
DNA manipulation 
  All  materials  and  reagents  were  of  molecular  biology  grade.  Cloning 
procedures,  PCR‐based  oligonucleotide  site‐directed  mutagenesis,  and  bacterial 
manipulations were  carried  out  as  previously  described  (Álvarez‐García  et  al.  2006; 
Castaño‐Rodríguez et al. 2015; Herrero‐Galán et al. 2012a; Herrero‐Galán et al. 2012b; 
Lacadena  et  al.  1994; Martínez‐Ruiz  et  al.  2001). Mutagenesis  constructions  were 
performed  using  different  sets  of  complementary  mutagenic  primers  (Table  S1). 
Mutations  were  confirmed  by  DNA  sequencing  at  the  corresponding  Complutense 
University facility. The plasmid used as template for mutagenesis, containing the cDNA 
sequence of wild‐type HtA, had already been described  (Herrero‐Galán et al. 2012a; 
Herrero‐Galán et al. 2012b; Herrero‐Galán et al. 2013; Herrero‐Galán et al. 2008). 
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Protein production and purification 
  Production  and  purification  of  HtA  mutants  was  carried  out  as  previously 
described  for  the wild‐type  recombinant protein  (Herrero‐Galán et al. 2008). Briefly, 
plasmid  pTacTacHtA was  used  for  protein  production  in  Escherichia  coli  BL21  (DE3) 
cells,  induced with  1 mM  IPTG  at  37°C  for  4  h.  Purification  using  a  low  percentage 
Ni2+nitrilotriacetic  acid  agarose  affinity  column  allowed  elution  of  the  different 
mutants with 10 mM MOPS buffer (pH 7.8), containing 200 mM  imidazole. SDS‐PAGE 
analysis,  protein  hydrolysis,  and  amino  acid  analysis  were  performed  according  to 
standard procedures, also as previously described (Lacadena et al. 1994; Martínez‐Ruiz 
et al. 2001). 
Spectroscopic characterization 
  Spectroscopic  characterization  was  performed  following  well‐established 
procedures (Álvarez‐García et al. 2006; Álvarez‐García et al. 2009b; García‐Ortega et al. 
2005a;  García‐Ortega  et  al.  2001;  García‐Ortega  et  al.  2002;  Lacadena  et  al.  1999; 
Martínez‐Ruiz et al. 2001). Absorbance measurements were carried out on a Beckman 
DU640 spectrophotometer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) at 200 nm/min scanning 
speed  and  room  temperature.  Amino  acid  analyses  and  the  corresponding  UV‐
absorbance spectra were also used to calculate their extinction coefficients (Table 1). 
Circular  dichroism  spectra were  obtained  in  a  Jasco  715  spectropolarimeter  (Jasco, 
Easton,  MD,  USA),  equipped  with  a  thermostated  cell  holder  and  a  Neslab‐111 
circulating  water  bath,  at  0.2  nm/s  scanning  speed.  Thermal  denaturation  profiles 
were obtained by measuring the temperature dependence of the ellipticity at 215 nm 
in  the  25–80  °C  range  using  a  rate  of  temperature  increment  of  30ºC  per  hour. 
Fluorescence  emission  spectra  were  recorded  on  an  SLM  Aminco8000 
spectrofluorimeter at 25°C using a slit width of 4 nm for both excitation and emission 
beams. The  spectra were  recorded  for excitation at 275 and 295 nm and both were 
normalized  by  considering  that  Tyr  emission  above  380  nm  is  negligible.  The  Tyr 
contribution was  calculated  as  the  difference  between  the  two  normalized  spectra. 
Thermostated cells with a path length of 0.2 and 1.0 cm for the excitation and emission 
beams,  respectively,  were  used.  All  these  experiments  were  performed  in  50 mM 
sodium phosphate, pH 7.0, containing 0.1 M NaCl. 
Ribonucleolytic activity assays 
  All procedures were carried out using RNase‐free materials and reagents. The 
specific ribonucleolytic activity of ribotoxins is usually detected by the release of a 400‐
nt  fragment  (α‐fragment)  from  eukaryotic  ribosomes  (Schindler  and  Davies  1977). 
Therefore, HtA and  its mutants were assayed against ribosomes contained  in a rabbit 
cell‐free  reticulocyte  lysate  (Kao  et  al.  2001).  After  a  15  min  incubation  at  room 
temperature of the sample with 1‐50 nM of the different proteins  in 23 mM Tris‐HCl, 
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23  mM  KCl,  6  mM  EDTA  pH  7.5,  RNA  was  phenol‐extracted,  precipitated  with 
isopropanol  and  visualized  by  ethidium  bromide  staining  after  electrophoresis  on 
denaturing 2.4 % agarose gels as described (Herrero‐Galán et al. 2008; Lacadena et al. 
1994; Lacadena et al. 1999). 
  Ribotoxin  cleavage  was  quantitatedby  poison  primer  extension  (PPE)  as 
described  (García‐Ortega et al. 2010; Olombrada et al. 2014b). Reverse  transcription 
where  dATP  is  substituted  by  ddATP  was  performed  using  the  complementary 
sequence  downstream  the  SRL  in  the  28S  rRNA  of  O.  cuniculus  (5’‐
ACCAAATGTCTGAACCTGCGG‐3’). The products of this reverse transcription were then 
separated  in a denaturing 10% polyacrylamide gel and  the amount of  32P present  in 
each one of the DNA bands produced was quantitated using a PhosphorImager screen 
(Molecular Dynamics). 
  Finally, cleavage of a  synthetic oligonucleotide  that mimics  the  sequence and 
structure of the SRL was also measured  for HtA and  its mutant variants. Synthesis of 
this SRL‐like 35mer RNA was performed as previously described  (García‐Ortega et al. 
2010; Kao et al. 2001). SRL (2 μM) was incubated with 2‐100 nM protein for 15 min at 
37⁰C  in  50 mM  Tris‐HCl  buffer  (pH  7.5)  containing  1 mM MgCl2.  Reaction  products 
were  run on a denaturing 19 %  (w/v) polyacrylamide gel and visualized by ethidium 
bromide staining. 
Insect cell culture and toxicity assays 
  The  insect  cell  line  Spodoptera  frugiperda  (Sf9)  was  cultured  at  27⁰C  as 
described  (Castaño‐Rodríguez et al. 2015; Olombrada et al. 2013)  in  Insect‐XPRESS™ 
Protein‐free  Insect  Cell  medium  (BioWhittaker)  as  indicated  by  the  manufacturer. 
Protein  solutions were  prepared  in  culture medium  and  sterilized  by  ultrafiltration. 
Protein biosynthesis assays were carried out by seeding Sf9 cells into 24‐well plates at 
a cell density of 105 cells per well, maintaining themunder standard culture conditions 
up  to  80%  confluency.  Then, monolayer  cultures were  incubated  in 0.5 mL of  fresh 
medium with serial dilutions of ribotoxin from 5.0 M to 0.5 nM final concentrations. 
Following  18  h  of  incubation  at  27⁰C  medium  was  replaced  by  culture  medium 
supplemented with 0.5 µCi/well of  [3H]‐leucine. After 5 h of  incubation medium was 
removed and cell protein content was precipitated with 5 %  trichloroacetic acid and 
washed three times with ethanol. The precipitate was dried, dissolved in 200 L of 0.1 
N  NaOH,  0.1%  SDS  and  radioactivity  was  measured  in  a  Beckman  LS  3801  liquid 
scintillation counter. Results are expressed as percentage of incorporated radioactivity 
relative to samples without ribotoxin added. 
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Supplementary Material 
HtA mutant  Nucleotide sequence 
K115E  5’‐ ATGACGCACAGCGAGGTCGACAAGAAT ‐3’ 
K118E  5’‐ ACAGCAAGGTCGACGAGAATAACCAGG‐3’ 
K123E  5’‐ AATAACCAGGGCGAGGAGTTCTTTGAG ‐3’ 
Δ(8‐15)  5’‐GTCACCTGCCGGGGTGGTCCTTTCAAGGTAGACGTG ‐3’ 
Table S1. Coding nucleotide 5’→3’  sequences of  the primers used  to  construct  the diﬀerent mutants 
studied  in  this work, with nucleotide  changes or  insertions underlined. These  and  the  corresponding 
complementary ones were used to obtain each mutation. 
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A3.  Caracterización  de  una  nueva  toxina  del  hongo 
entomopatógeno  Metarhizium  anisopliae:  la  ribotoxina 
anisoplina 
 
Metarhizium  anisopliae  es  un  hongo  entomopatógeno  de  especial  relevancia  en 
biotecnología, ya que se utiliza en el control de plagas  frente a multitud de ácaros e 
insectos  como  una  alternativa  a  los  pesticidas  tradicionales.  Además,  se  está 
investigando su uso como  insecticida frente a uno de  los mosquitos portadores de  la 
malaria. Por ello, el estudio de  los  factores de  virulencia de dicho hongo  resulta de 
gran  interés, sobre todo con el objetivo de mejorar sus propiedades biotecnológicas. 
La  secuenciación  del  genoma  de M.  anisopliae  ha  desvelado  la  existencia  de  una 
proteína semejante a la hirsutelina A, una ribotoxina producida también por un hongo 
entomopatógeno, Hirsutella  thompsonii.  Las  ribotoxinas  fúngicas  son  una  familia de 
proteínas  tóxicas  que  poseen  una  tremenda  especificidad  y  eficiencia  frente  a  los 
ribosomas,  de  las  que  recientemente  se  han  descrito  además  sus  propiedades 
insecticidas. En este trabajo se describe la actividad característica de las ribotoxinas en 
cultivos del hongo M. anisopliae. Además,  la anisoplina,  como  se ha  llamado a esta 
nueva  toxina, se ha clonado, expresado y purificado a homogeneidad como proteína 
recombinante en Escherichia coli. Esta nueva proteína comparte un 70% de  identidad 
de  secuencia  con  la  ribotoxina HtA.  La  caracterización  estructural  y  funcional  de  la 
anisoplina  permite  concluir  que  es  una  ribotoxina  similar  en  estructura  y 
termoestabilidad a  la HtA, que posee  la actividad  ribonucleolítica específica  frente a 
ribosomas típica de esta familia de proteínas, y propiedades citotóxicas frente a células 
de  insecto, con una  IC50  similar a  la de  las  ribotoxinas. La descripción de esta nueva 
ribotoxina abre nuevas posibilidades biotecnológicas de diversa índole, aunque cómo y 
por  qué  usa Metarhizium  esta  toxina  en  la  naturaleza  es  una  cuestión  todavía  por 
resolver.  
 
Trabajo A3: Olombrada M, Medina P, Budia F, Martínez del Pozo A y García Ortega L 
(2015) "Characterization of a new toxin from the entomopathogen fungus Metarhizium 
anisopliae: the ribotoxin anisoplin." En preparación. 
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Characterization of a new toxin from the entomopathogenic 
fungus Metarhizium anisopliae: the ribotoxin anisoplin. 
Miriam Olombrada1, Pilar Medina2, Flor Budia2, José G. Gavilanes1, Álvaro Martínez del 
Pozo1 and Lucía García‐Ortega1. 
1Departamento de Bioquímica y Biología Molecular  I, Facultad de Química, Universidad Complutense, 
28040 Madrid, Spain. 
2Unidad de Protección de Cultivos, E.T.S.I. Agrónomos, Universidad Politécnica, 28040 Madrid, Spain. 
Keywords: hirsutellin, insecticide, Metarhizium, ribotoxin, sarcin. 
Abreviations: CD,  circular dichroism; HtA: hirsutellin A; PDB, potato dextrose broth; 
RIP, ribosome‐inactivating protein; RNase, ribonuclease; SRL; sarcin/ricin loop. 
Abstract 
  Metarhizium anisopliae  is an entomopathogenic fungus of special relevance  in 
biotechnology,  with  diverse  applications  in  pest  control.  Several  formulations  are 
already commercialized and consist of a better alternative to classical pesticides. More 
interestingly,  this  fungus  has  been  recently  investigated  as  a  control  agent  against 
adult malaria vectors. Therefore, studies of its virulence factors are of great interest in 
order to improve its biotechnological properties. Its sequenced genome pointed out a 
hypothetical hirsutellin‐like protein, a ribotoxin. Ribotoxins are fungal extracellular and 
toxic  ribonucleases with extraordinary  specificity and efficiency against  ribosomes  in 
the target cell. Recently they have been described as potential  insecticides but so far 
only one is produced by an entomopathogenic fungus. Here, we describe this ribotoxin 
characteristic  activity  in  M.  anisopliae  cultures.  Moreover,  anisoplin,  as  we  have 
named it, has been expressed and purified to homogeneity as a recombinant protein in 
Escherichia coli. Anisoplin  is 70%  identical  to hirsutellin A  (HtA), a ribotoxin  from  the 
entomopathogen Hirsutella thompsonii.  Its structural and  functional characterization, 
in comparison with HtA, has led to the conclusion that anisoplin is a secreted ribotoxin, 
similar in structure and thermostability to HtA (according to spectroscopical methods), 
with  the  unique  ribonucleolytic  activity  against  ribosomes  typical  of  ribotoxins  and 
cytotoxic properties against insect cells. How Metarhizium uses this toxin in nature and 
possible biotechnological applications are still interesting questions to work on. 
Introduction 
  Entomopathogenic  fungi  are  nowadays  under  scope  in  the  search  for 
alternative  biopesticides  needed  for  crop  protection  and  other  pests  biocontrol. 
Metarhizium  anisopliae  and  Beauveria  baussiana  are  the  most  studied  for  these 
purposes,  from  their biological  characterization under  laboratory  conditions  to open 
field  assays  against  different  insects  1.  Even  several  formulations  of  these  fungi  are 
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already  in  the  market  designed  to  target  a  multitude  of  acari  and  insects  like 
coleoptera  and  hemiptera  2.  Some  interesting  examples  are  the  studies  with 
Metarhizium  to  control  the mite Varroa destructor  in honey bees  3, and established 
commercial  formulations  like Bioblast®  against  termites  (Metarhizium) or Mycotrol® 
against aphids and other organisms (Beauveria) 4. 
  Metarhizium  was  first  employed  by  Elie  Metchikoff  in  the  late  1800s  for 
biological  control  of  wheat‐grain  beetles.  Since  then,  biopesticides  based  on  this 
fungus have greatly evolved. Even  recently, M. anisopliae has become an  interesting 
and promising alternative  for  the control of adult malaria vectors  like  the Anopheles 
gambiae  mosquito  since  the  appearance  of  resistant  parasites  and  vectors  to 
insecticides hampers the efforts to control the disease 4;5;6;7. 
  Due  to  its  wide  biotechnological  applications,  M.  anisopliae  has  been 
extensively characterized in terms of its biology and pathogenesis, including the recent 
sequencing  of  its  genome which  constitutes  an  important  resource  to  identify  new 
virulence  factors 8;9. Regarding  factors  involved  in  its pathogenicity, the most studied 
ones are destruxins, ciclodepsipeptides also present  in other  insect pathogenic  fungi 
1;10.  Destruxins  are  responsible  for  several  impairing  functions  over  the  target 
organism,  mainly  inhibition  of  the  immune  response.  However,  identification  and 
characterization of new toxins will help, not only to better understand the biology of 
this  fungus but also  to provide new  tools  for  the  improvement of biopesticides. This 
should be an essential line of research because the Achilles’ heel in the use of insect–
pathogenic fungi for biocontrol is their speed of killing. Even when using a high dose of 
conidia  it may take several days from the moment of contamination to penetrate the 
cuticle, multiply, intoxicate, and eventually kill the insect 11. Detractors argue that the 
effect  should  be  as  immediate  as  possible,  because  in  the  pre‐lethal  (incubation) 
period these pests can still cause damage to crops or transmit disease.  In the case of 
Anopheles  mosquitoes,  for  example,  this  would  be  malaria  parasite  transmission. 
Therefore,  one  recent  strategy  with  success  in  this  regard  consists  in  the  genetic 
manipulation of fungal species to increase their virulence via expression of insecticidal 
protein/peptide toxins 12.  
  A well known family of toxic proteins secreted by fungi are ribotoxins, specific 
RNases against the large rRNA in the ribosome with lethal consequences for the target 
cell  13.  The  main  producer  is  Aspergillus,  although  the  discovery  of  an 
entomopathogenic fungus, Hirsutella thompsonii, producing the ribotoxin hirsutellin A 
(HtA) suggests a wider distribution among fungi as well as their  insecticide properties 
14;15;16;17.  Ribotoxins  are  basic  proteins  of  130‐150  amino  acids  able  to  cross  lipid 
barriers and efficiently inactivate any kind of ribosome. In Aspergillus, they seem to be 
produced during conidia maturation, most probably as a defense mechanism against 
predators 18. They have been deeply studied from a structural point of view as well as 
their molecular mechanism of protein  synthesis  inactivation  13;17;19;20. More  recently, 
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studies  have  begun  to  focus  on  their  antitumor  properties  conjugated  as 
immunotoxins and their toxicity against insects 16; 21; 22.  
Results and discussion 
  Here we describe a new  ribotoxin produced by M. anisopliae ARSEF23 as we 
found  a  “hirsutellin A  toxin”  gene  (accession number MAA_10099)  in  its  sequenced 
genome  8  during  a  Blast  search  for  new  ribotoxins  launching  HtA  protein  from  H. 
thompsonii  (accession  number AAM95629)  to  the  database  (Fig.  1A).  The  sequence 
alignment of  the potential  ribotoxin  (accession number EFY94422.1), named here as 
anisoplin, with the mature HtA showed 70% sequence identity between both proteins. 
Cisteines and active site residues described for HtA 14 were also conserved in anisoplin. 
Higher differences appeared  in the signal peptides as  it was expected. By comparison 
with HtA, and ‐sarcin, the best characterized ribotoxin from Aspergillus, pre and pro 
peptides  were  assigned  (Fig.  1A)  23;24;25;26;27.  Therefore,  anisoplin  seems  to  be  an 
extracellular ribotoxin as well. Moreover, efficient compartmentalization and secretion 
by  the  producer  fungus  seems  to  be  the  best  self‐defense mechanism  in  ribotoxin 
production 24;27, so signal peptide  in anisoplin might have evolved  in this sense  in M. 
anisopliae.  
  From  an  evolutionary  point  of  view,  the  entomopathogens Metarhizium  and 
Hirsutella  are  closer  in  the  phylogenetic  tree  than Aspergillus  28.  It  is  not  surprising 
then that anisoplin better resembles HtA than any other ribotoxin. 
   Another feature of the described anisoplin gene  is an  intron between 2nd and 
3rd codons of the mature protein (accession number MAA_10099). Something similar 
occurs with  the  restrictocin  gene,  another well  characterized  ribotoxin  29.  This  has 
been suggested as a strategy to attenuate protein toxicity 30, something that could be 
very useful for the producer fungus. 
  M. anisopliae ARSEF23 was studied for ribotoxin production  in vitro growing  it 
in  liquid media  as  it was  previously  described  for  A.  giganteus  and  H.  thompsonii, 
producers of ‐sarcin and HtA,  respectively  14;31;32. Culture progression was  followed 
by pH measurements (Fig. 1B) and anisoplin production was analyzed by assaying the 
ribotoxin activity of  the extracellular media  (Fig. 1C). Fungal cultures  in PDB and  the 
ribotoxin  production medium  32 were  grown  for  15  days  (25ºC,  100  rpm)  and  the 
extracellular  medium  of  different  aliquots  was  assayed  against  reticulocytes  to 
quantify the specific cleavage  in the  large rRNA characteristic of the ribotoxin action. 
Primer  extension  results  showed  the  characteristic  RNA  fragment  in  both  culture 
media from the first day of growth (Fig. 1C), independently of the culture progression 
measured by pH changes (Fig. 1B). This unique RNase activity  is specific of ribotoxins, 
so this result constitutes the first evidence of a ribotoxin production by M. anisopliae. 
However, a protein band of the expected size was never found in SDS‐PAGE concluding 
that  anisoplin  was  produced  but  in  minimal  levels  in  the  laboratory  conditions 
employed. This behavior was different from that of A. giganteus which, in similar in 
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Figure 1.‐ A. Sequence alignment of anisoplin (accession number EFY94422.1), HtA and ‐sarcin 
13. Colors indicate the secondary structure elements from the structures of HtA and ‐sarcin: N‐
terminal ‐hairpin and strands in blue; helix in red and surrounding unstructured loops 1 to 
5 in yellow, green, grey, pink and purple respectively. Catalytic residues are marked in black and 
cysteines in red/grey. Pre and pro peptides are indicated by comparison with those published for 
HtA and ‐sarcin 26; 27. B. Extracellular pH progression of Metarhizium anisopliae ARSEF23 in two 
different liquid media: PDB and ribotoxin production medium (ribM). C. Ribotoxin specific activity 
analysis of extracellular media from M. anisopliae cultures in B. Rabbit reticulocyte lysates were 
incubated  with  culture  media,  total  RNA  was  extracted  and  ribotoxin  specific  cleavage  was 
analyzed by poison primer extension. The band corresponding to the specific cleavage is marked 
with . “P” corresponds to the free primer and “28S” to the resulted product of primer extension 
of  intact 28S  rRNA. Controls with purified  fungal HtA  (H),  recombinant anisoplin  (A) and  in  the 
absence  of  ribotoxin  (‐)  are  also  included.  Detailed methods  are  described  in  Supplementary 
material. 
vitro  conditions, mainly  produces  ‐sarcin when  culture  is  saturated  and  pH  starts 
rising,  correlating  ‐sarcin  production  to  stress  conditions32.  Still,  results  with  M. 
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anisopliae are not surprising considering that natural growth conditions of this fungus 
are  completely  different  than  those  used  in  the  laboratory.  Natural  sources  of M. 
anisopliae are not submerged cultures. Instead, it is a very ubiquitous fungus from the 
soil. This  is, however an  interesting aspect  to be explored  in a near  future: how and 
when,  in  its  natural  environment, M.  anisopliae  produces  this  ribotoxin  in  order  to 
assign a biological function to it. 
  In order to carefully characterize this ribotoxin, it was recombinantly produced 
in Escherichia coli BL21(DE3) cells. The same expression system previously optimized 
for  the  production  of  ‐sarcin  was  employed  33;34  (Supplementary  material).  It 
produces  a  fusion  protein  directed  to  the  periplasm  and  the  coexpression  of 
tiorredoxin  to  favor  disulphide  bridges  formation.  Cloning  the  coding  region  of  the 
anisoplin gene into the expression vector pINPGOmpA* renders a mature protein with 
an  identical  sequence  than  the  fungal  protein  but  an  amino  acid  change  in  second 
position  (Supplementary  material).  Protein  purification  followed  the  procedure 
described  for the recombinant ‐sarcin 33 yielding 0.5 mg of pure protein per  liter of 
original culture. Protein size and homogeneity was checked by SDS‐PAGE. Amino acid 
composition  analysis  agreed  with  the  theoretical  values  and  together  with  the 
absorbance spectrum allowed  the calculation of  the extinction coefficient: 0.1%  (280 
nm, 1cm) = 1.62. Tryptic digestion and MALDI‐TOF/TOF mass spectrometry  identified 
the mature anisoplin with 60% sequence coverage. 
  The structural characterization of the recombinant anisoplin was performed by 
circular  dichroism  and  intrinsic  fluorescence  emission  spectroscopy.  Far‐UV  CD 
spectrum  showed  slight differences  in comparison with HtA14  (Fig. 2A). Prediction of 
secondary structure content from the CD data was performed with BeStSel method 35. 
Results were  similar  to  those  of HtA,  corroborated with  the  real  structure  (PDB  ID 
2KAA)  (Fig.  2B).  Considering  these  data  and  the  high  sequence  identity  between 
anisoplin  and  HtA,  the  former  seems  to  keep  the  same  overall  protein  fold  of 
ribotoxins, with  a  core of  antiparalel ‐sheet, a  short ‐helix  and  long unstructured 
loops surrounding  it.  In  fact, modeling  the structure with Phyre2  resulted  in a similar 
protein to HtA, with 97% of the residues modeled at >90% confidence 36. A closer look 
to  both  sequences  highlights  only  remarkable  differences  in  the  NH2‐terminal  ‐
hairpin, being three amino acids  longer  in anisoplin  (Fig. 1A).  It  is possible that the  
content of the Nt‐hairpin accounts for the difference in far‐UV CD spectra. Near‐UV CD 
spectrum  is  unique  for  each  protein  since  it  depends  on  the  tertiary  structure 
relationships  involving  aromatic  residues.  The  spectrum  for  anisoplin was  however 
similar to that of HtA (Fig. 2C) 14, corresponding to that of a folded protein where the 
microenviroment  of  aromatic  residues  seem  to  be  conserved.  In  fact,  the  five  Tyr, 
three Trp and three of the four Phe of HtA are conserved  in anisoplin. Anisoplin  lacks 
Trp‐52  and  Phe‐45,  instead  it  has  Phe‐55.  These  differences  and  the  presence  of  a 
proline  contiguous  to  Phe‐17  in  HtA  sequence  could  explain  the  differences  in  the 
near‐UV CD spectra. 
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Figure 2.‐ Structural characterization of  recombinant anisoplin  (ANP) compared  to hirsutellin A 
(HtA). A. Far‐UV circular dichroism spectra. B. Secondary structure prediction from the spectra in 
A using BestSel online  software  35. Real data  from HtA NMR  structure  are  also  included  50. C. 
Near‐UV circular dichroism spectra. D. Thermal denaturation profile of anisoplin by means of the 
temperature dependence of the ellipticity at 203 nm. Temperature continuously changed at 0.5 
ºC/min. E.  Fluorescence emission  spectra of anisoplin and HtA  for excitation at 275 nm  (filled 
circles,  total  Tyrosine  and  Tryptophan  contribution)  and  295  nm  (open  circles). Open  squares 
spectra correspond  to Tyrosine  contribution  (after normalization of 295 nm  spectra) and  filled 
square  spectra  are  Tryptophan  contribution.  Fluorescence  units  are  arbitrary. All  experiments 
were performed  in 50 mM  sodium phosphate pH 7.0, 0.1 M NaCl. Procedures  followed  those 
previously described 14 and are also detailed in Supplementary material. 
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  Thermal denaturation profile was obtained by  recording  the ellipticity at 203 
nm (wavelength were the maximum transition occurs) over the temperature (Fig. 2D). 
The curve corresponded to a folded‐unfolded transition with a Tm (temperature at the 
midpoint  of  the  observed  single  phase  thermal  transition)  of  61ºC,  similar  to  HtA, 
pointing out that the characterized recombinant anisoplin  is a folded and fairly stable 
protein. 
  Finally, and  in addition  to  the near‐UV CD  spectra,  the  fluorescence emission 
spectra for excitation at both 275 and 295 nm were obtained in comparison with HtA 
(Fig  2E  and  F)  in  order  to  analyze  the  structural microenvironment  of  Trp  and  Tyr 
residues. As it occurs with HtA, the total emission spectrum mainly corresponds to Trp 
contribution  with  almost  negligible  Tyr  contribution.  However,  the  Trp  emission  is 
significantly  increased  in anisoplin despite harboring three  instead of four Trp. Taking 
these and the CD results together and considering that the sequence stretch harboring 
the  three  conserved Trp  is almost  identical between anisoplin and HtA  (Fig 1A),  the 
differences  in  fluorescence  emission  seem  to  respond  to  local  differences  in  the 
microenviroment  of  Trp  residues  due  to  interactions  with  amino  acids  in  close 
proximity in the structure although far in the sequence.  
  All  together,  the structural characterization of  recombinant anisoplin shows a 
folded protein, similar in structure to its homologous HtA with subtle differences easily 
explained by the slight variation in amino acid sequences. 
  Recombinant  anisoplin was  next  assayed  in  order  to  describe  its  behavior  in 
standard  experiments  that  show  typical  ribotoxin  activity.  As  mentioned  before, 
ribotoxins are extremely specific RNases against a unique element present in any kind 
of ribosome: the sarcin/ricin loop (SRL) 37;38. This is a conserved sequence of about 35 
nucleotides of  the  large  ribosomal RNA essential  for elongation  factor action during 
protein  biosynthesis  19;39;40;41.  This  role  of  the  SRL  can  be  impaired  by  two  types  of 
toxins: N‐glycosidades  like  ricin, best known as RIPs  (ribosome  inactivating proteins), 
that  depurinate  one  nucleotide  42  and  ribotoxins,  that  hydrolyze  the  contiguous 
phosphodiester bond 13;17. These modifications in the SRL, even when do not cause the 
loss  of  structure,  completely  inactivate  the mechanisms  of  correct  positioning  and 
GTPase  activation  of  elongation  factors  that  it  is  involved  in,  leading  to  protein 
biosynthesis inactivation and finally cell death. 
  Ribotoxins  specifically  recognize  the  position  of  the  phosphodiester  bond  to 
cleave, not only within the complete ribosome, but also with an isolated SRL analogous 
as substrate. However, ribotoxins action over the ribosome  is much more efficient. In 
this  regard,  several  studies  have  tried  to  specify  the  structural  elements  in  the 
ribotoxin, the ribosome and the SRL responsible for this fine and efficient recognition 
20;43;44. 
  Here,  recombinant  anisoplin was  first  tested  against  a 35‐mer  SRL  analogous 
according  to previously described methods and  in comparison with HtA  14;43  (Fig. 3A 
and B). Anisoplin specifically cleaved the SRL mimic yielding two fragments of 21 and  
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Figure 3.‐ Ribonucleolytic and  cytotoxic activities of  recombinant anisoplin  (ANP)  compared  to 
hirsutellin  A  (HtA).  A.  Quantitation  of  specific  activity  against  a  35‐mer  sarcin/ricin  loop 
analogous. SRL‐like RNA was  in vitro  transcribed and gel purified. 2 M substrate was assayed 
against different concentrations of protein for 15 min at 37ºC in 50 mM Tris‐HCl pH 7.0 and 1 mM 
MgCl2. B. Analysis of the SRL cleavage by denaturing electrophoresis separation of products and 
ethidium bromide staining. Sizes of substrate and products resulted  from  the specific ribotoxin 
cleavage  of  one  single  phosphodiester  bond  are  indicated.  C.  Quantitation  of  specific 
ribonucleolytic activity of ribotoxins against a rabbit reticulocyte lysate (Promega). Reactions with 
different concentrations of proteins were performed for 15 min at 25ºC in the presence of lysate 
diluted in 25 mM Tris‐HCl, 25 mM KCl, 6 mM EDTA pH 7.5. D. Analysis of the specific cleavage of 
28S rRNA  in reticulocytes  lysates by denaturing electrophoresis and ethidium bromide staining. 
Bands corresponding to the different ribosomal RNAs and the specific ‐fragment () released by 
the  ribotoxin  are  indicated. E. Protein biosynthesis  inhibition by  ribotoxins on  Sf9  insect  cells. 
Monolayer cultures were  incubated with different concentrations of  ribotoxins  for 18 hours at 
27ºC. Protein biosynthesis was quantitated by the  incorporation of 3H‐Leu to newly synthesized 
proteins.  F.  Poison  primer  extension  analysis  of  RNA  extracted  from  Sf9  cells  treated  with 
anisoplin as in E. Bands corresponding to the ribotoxin specific cleavage (), free primer (P) and 
not cleaved 28S are  indicated as well as protein concentrations and percentage of cleavage. All 
results are expressed as the average of at least three independent experiments ± SD. Procedures 
followed those previously described 14; 16; 43, and are detailed in Supplementary material. 
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14 mer which corresponds to the typical pattern shown by ribotoxins. Moreover, this 
specific cleavage activity saturates at  the same protein concentration as  it does with 
HtA.  So  we  can  say  that  anisoplin  recognizes  and  cleaves  the  SRL  as  HtA  does. 
Ribosomes were next analyzed as substrates of anisoplin by assaying it and HtA against 
a rabbit reticulocyte lisate as previously described 14;43 (Fig. 3C and D). In this assay, the 
specific cleavage of the 18S RNA within the ribosomes by the ribotoxin releases a RNA 
fragment of about 400 nucleotides, the so‐called ‐fragment. Again, anisoplin behaves 
as a ribotoxin, being able  to release  the ‐fragment. However, when compared with 
HtA,  it  is  considerably  less  active  in  terms  of  protein  concentration  requirement  to 
reach  total  RNA  specific  cleavage  (more  than  50  times).  Therefore  ribosome 
recognition seems to be different in these two proteins, at least in terms of efficiency. 
Important  differences  in  this  regard  have  also  been  observed  in  our  laboratory 
between ‐sarcin and HtA 14;16 although they are more striking in this case, being HtA 
and  anisoplin  such  similar  proteins  in  terms  of  sequence  identity.  Further 
characterization of  ribosome  recognition by  these  two  ribotoxins will  shed  light  into 
the molecular mechanism of this process, something very  interesting considering the 
high  efficiency  and  specificity  of  ribotoxins.  To  date,  the  only  structural  element  of 
ribotoxins involved in ribosome recognition that has been described is the Nt ‐hairpin 
43;44;45.  Others  like  loop  2  have  been  suggested  to  participate  in  the  process  44. 
Interestingly,  a  close  examination  of ‐sarcin,  HtA  and  anisoplin  sequences  reveals 
major differences  in these two elements (Fig. 1A). Loop 2  is much shorter  in HtA and 
anisoplin than  it  is  in ‐sarcin and the rest of ribotoxins known 13. More  importantly, 
the Nt ‐hairpin  is  also  shorter  in HtA  and  anisoplin  than  it  is  in ‐sarcin but here, 
differences between HtA and anisoplin are more dramatic, as it has been commented 
above. Anisoplin ‐hairpin is longer, with a theoretical pI of 5.5 instead of 9.2 for HtA. 
This different Nt ‐hairpin could be responsible  for the differences  in activity against 
ribosomes  observed  between  anisoplin  and  HtA,  something  worth  to  be  deeply 
explored. 
  Finally, ribotoxins are cytotoxic against a variety of cells thanks to their ability 
to cross  lipid membranes previous  to  their  inactivating  function over  the  ribosomes. 
The  specificity here,  since  they do not  interact with  any membrane  receptor,  is  the 
lipid composition of the membrane of the target cell. Recently, it has been shown that 
ribotoxins display a much higher toxicity against  insect than mammalian transformed 
cells and their  insecticidal properties have been described 16. A similar experiment of 
protein biosynthesis inhibition with Sf9 insect cells has been performed here (Fig. 3E). 
Anisoplin was able to inhibit protein biosynthesis with an IC50 of 120 nM, similar to HtA 
and ‐sarcin and  in good agreement with the effect of these three ribotoxins against 
ribosomes  of  a  rabbit  reticulocyte  lysate  (Fig  3C  and  D)16. Moreover,  in  order  to 
correlate this effect with ribosome inhibition, RNA from Sf9 cell treated with anisoplin 
was extracted and analyzed by primer extension (Fig. 3F). Results showed the specific 
fragment due to ribotoxin cleavage in percentages similar to those obtained with HtA 
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and  ‐sarcin  16.  Therefore,  anisoplin,  as  a  tipical  ribotoxin,  causes  cytotoxicity  in 
cultured insect cells by specifically cleaving their ribosomes. 
  In  this  report we  describe  anisoplin,  a  ribotoxin  from  the  entomopathogenic 
fungus Metarhizium anisopliae. The characteristic ribotoxin cleavage activity has been 
observed  in extracellular extracts of M. anisopliae. However,  it  is still not known how 
and when this toxin  is produced by the  fungus  in nature.  Its toxic character suggests 
some relevant function during insect infection but further research needs to be done. 
Other  ribotoxins  like  restrictocin  have  a  deterrent  effect  on  insects  feeding  as  a 
protection mechanism during conidia maturation of Aspergillus 18;46. But for the closest 
related, HtA, there is poor correlation between its production and the toxicity exerted 
by the  fungus 47. Considering the  importance of Metarhizium  in a broad spectrum of 
biotechnological applications, including malaria vector control, the characterization of 
its  toxic metabolites  and  secreted proteins  involved  in pathogenesis  is  a useful  tool 
1;48;49.  Even  efforts  have  been  recently made  in  order  to  predict,  characterize  and 
compare the secretome of diverse entomopathogenic fungi 48;49. However, there was 
not previous  evidence of  ribotoxins  in Metarhizium  apart  from  the  results obtained 
from various sequenced genomes. In fact, not only M. anisopliae but also M. roberstii 
and  M.  acridum,  with  different  insect  specificities,  have  shown  sequences  almost 
identical to anisoplin  in their genomes (accession numbers KFG678708.1, EFY94422.1 
and  EFY89817.1)  8;49.  In  this  regard,  the  characterization  herein  performed  shows 
anisoplin  as  a protein highly  cytotoxic  to  insect  cells with  interesting  features when 
compared with other fungal ribotoxins in terms of its structure, in particular its unique 
Nt ‐hairpin, as well as  its  ribonucleolytic activity. Moreover,  fungal  ribotoxins have 
been recently described as insecticidal agents 16. With all this, the ribotoxin presented 
here,  anisoplin,  seems  to  be  an  interesting  biological  weapon  of Metarhizium.  Its 
potential  as  a  biotechnological  tool  in  agricultural  pest  and  disease‐vector  control 
encourages further studies regarding its molecular features as a ribotoxin as well as its 
insecticide properties not to forget its role in nature.  
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Supplementary Material: Experimental Procedures 
Fungal cultures 
  Metarhizium anisopliae ARSEF 23 was obtained from ATCC (ATCC® MYA‐3075TM) 
and it was maintained in PDA plates. Liquid cultures were started in 20 mL of standard 
PDB or the ribotoxin production medium as described 1 (2% peptone, 2% corn starch, 
0.5%  NaCl  and  1.5%  ),  and  after  4  days  of  growth  (25ºC,  100  rpm)  5  mL  were 
transferred  to  75  mL  of  medium.  Cultures  were  maintained  in  the  same  growth 
conditions  for  15  days.  Aliquots  were  daily  extracted  for  pH  measurements  and 
ribotoxin activity analyses of the extracellular media. 
Anisoplin cloning, expression and purification 
  Anisoplin gene  contains an  intron between 2nd and 3rd  codons of  the mature 
protein  (accession  number MAA_10099).  Therefore  cloning was  possible with  total 
DNA  from  M.  anisopliae  as  template  and  using  the  following  primers  for  PCR 
amplification: 
5’‐CTAACAGCGGTGACCGTTATTTGCGAACCTCAC‐3’ (xxx‐BstEII/AVT‐VICEPH) and 
5’‐ACTAAGCCGGATCCAGATCAGGTGCACTTCAGGAA‐3’ (xxx‐BamHI‐StopTCKLF). 
  In  this  way  anisoplin  cDNA  could  be  easily  inserted  into  the  pINPGOmpA* 
vector 2;3 just by changing D by V amino acid in second position. All cloning procedures 
and enzymatic  reactions were carried out  following standard procedures  4. Anisoplin 
insert  was  verified  by  sequence  analysis  at  the  Universidad  Complutense  facility. 
Recombinant  anisoplin  was  produced  in  Escherichia  coli  BL21(DE3)  cells  harboring 
pINPGOmpA‐ANP and pT‐Tx plasmids by growing cells  in LB media and  inducing with 
IPTG. Production and purification  followed  the procedure described  for  recombinant 
‐sarcin  2;3. Protein homogeneity was  checked by polyacrilamide gel electrophoresis 
followed  by Coomassie  blue  staining  and  amino  acid  analysis  according  to  standard 
procedures  3.  Fungal  hirsutellin  A  was  purified  from  Hirsutella  thompsonii  var. 
thompsonii HTF72 as described before 5. 
Structural characterization 
  Spectroscopic  characterization  was  performed  following  well‐established 
procedures  6;7;8;9;10;11;12.  Absorbance measurements were  carried  out  on  a  Beckman 
DU640 spectrophotometer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) at 100 nm/min scanning 
speed and  room  temperature. Amino acid analysis and  the UV‐absorbance spectrum 
were also used  to calculate  the extinction coefficient of anisoplin. Circular dichroism 
spectra were  obtained  in  a  Jasco  715  spectropolarimeter  (Jasco,  Easton, MD, USA), 
equipped with a thermostated cell holder and a Neslab‐111 circulating water bath, at 
0.2  nm/s  scanning  speed.  0.1  cm  optical  path  cell  and  about  0.1  mg/mL  protein 
concentration were  employed  for  far‐UV  CD  spectra  For  near‐UV  CD  spectra,  1  cm 
optical  path  cell  and  0.5  mg/mL  protein  concentration  were  required.  Thermal 
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denaturation profiles were obtained by measuring the temperature dependence of the 
ellipticity  at  203  nm  in  the  25–80°C  range  using  a  constant  rate  of  temperature 
increment of 30°C per hour. Fluorescence emission spectra were recorded on an SLM 
Aminco 8000 spectrofluorimeter at 25°C using a slit width of 4 nm for both excitation 
and emission beams. The spectra were recorded for excitation at 275 and 295 nm and 
both were normalized by considering that Tyr emission above 380 nm is negligible. The 
Tyr contribution was calculated as the difference between the two normalized spectra. 
Thermostated cells with a path length of 0.2 and 1.0 cm for the excitation and emission 
beams, respectively, were used and protein concentration was 0.05 mg/mL. All these 
experiments were performed  in 50 mM sodium phosphate, pH 7.0, containing 0.1 M 
NaCl. 
Mass spectrometry analysis 
  This analysis was performed by the Proteomic Unit of CIB‐CSIC, Madrid, Spain. 
Briefly, recombinant pure anisoplin was separated in a SDS‐PAGE and the protein from 
the gel piece was extracted and subjected to tryptic digestion. Peptide mixtures were 
analyzed with an Autoflex III TOF/TOF mass spectrometer (Bruker‐Daltonics).Typically, 
1000  scans  for  peptide mass  fingerprinting  (PMF)  and  2000  scans  for MS/MS were 
collected. Automated analysis of mass data was performed using FlexAnalysis software 
(Bruker‐Daltonics). MALDI–MS and MS/MS data were combined through the BioTools 
3.0  program  (Bruker‐Daltonics)  to  interrogate  the  NCBI  non‐redundant  protein 
database (NCBI: 20140323) using MASCOT software 2.3 (Matrix Science). 
Ribonucleolytic activity assays 
  All procedures were carried out using RNase‐free materials and reagents. The 
specific ribonucleolytic activity of ribotoxins is usually detected by the release of a 400‐
nt  fragment  (α‐fragment)  from  eukaryotic  ribosomes  13.  Therefore,  different 
concentrations of anisoplin, hirsutellin A  (from 1  to 250 nM) and extracellular media 
from M. anisopliae cultures were assayed against ribosomes contained  in a Promega 
rabbit cell‐free reticulocyte lysate 14. After a 15 min incubation at 25ºC in 23 mM Tris‐
HCl,  23 mM  KCl,  6 mM  EDTA  pH  7.5,  RNA was  phenol‐extracted,  precipitated with 
isopropanol  and  visualized  by  ethidium  bromide  staining  after  electrophoresis  on 
denaturing  2.4 %  agarose  gels  as  described  3;5;11.  Band  intensities were  quantitated 
with  QuantityOne  Software  and  percentage  of  specific  cleavage was  expressed  as: 
/18S, considering 100% the ‐fragment produced by 250 nM HtA. 
  Ribotoxin  specific  cleavage was  also  quantitated  by  poison  primer  extension 
(PPE) as described  15;16. This method was  specially employed when  insect  ribosomes 
were assayed or  in those cases with very  low ribotoxin activity. Reverse transcription 
where  dATP  is  substituted  by  ddATP  was  performed  using  the  complementary 
sequence  downstream  the  SRL  in  the  28S  rRNA  of  O.  cuniculus  (5’‐
ACCAAATGTCTGAACCTGCGG‐3’). The products of this reverse transcription were then 
separated  in a denaturing 10 % polyacrylamide gel and the amount of 32P present  in 
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each one of the DNA bands produced was quantitated using a PhosphorImager screen 
(Molecular  Dynamics).  Percentage  of  specific  cleavage  was  expressed  as 
100x/(+28S). 
  Finally, cleavage of a  synthetic oligonucleotide  that mimics  the  sequence and 
structure of the SRL was also measured for anisoplin and HtA. Synthesis of this SRL‐like 
35mer  RNA was  performed  as  previously  described  14;15.  SRL  (2  μM) was  incubated 
with 1‐50 nM protein for 15 min at 37⁰C in 50 mM Tris‐HCl buffer (pH 7.0) containing 1 
mM MgCl2. Reaction products were run on a denaturing 19 % (w/v) polyacrylamide gel 
and visualized by ethidium bromide  staining. Band  intensities were quantitated with 
Quantity  One  Software  and  percentage  of  specific  cleavage  was  expressed  as: 
100x(intact 35mer – 35mer)/intact 35mer. 
Insect cell culture and toxicity assays 
  The  insect  cell  line  Spodoptera  frugiperda  (Sf9)  was  cultured  at  27⁰C  as 
described  17;18  in  Insect‐XPRESS™  Protein‐free  Insect  Cell medium  (BioWhittaker)  as 
indicated  by  the manufacturer.  Protein  solutions were  prepared  in  culture medium 
and sterilized by ultrafiltration. Protein biosynthesis assays were carried out by seeding 
Sf9  cells  into 24‐well plates at a  cell density of 105  cells per well, maintaining  them 
under  standard  culture  conditions  up  to  80%  confluence.  Then, monolayer  cultures 
were  incubated  in 0.5 mL of  fresh medium with serial dilutions of ribotoxin  from 5.0 
M to 0.5 nM final concentrations. Following 18 h of incubation at 27⁰C medium was 
replaced by culture medium supplemented with 0.5 µCi/well of [3H]‐leucine. After 5 h 
of incubation medium was removed and cell protein content was precipitated with 5% 
trichloroacetic acid and washed  three  times with ethanol. The precipitate was dried, 
dissolved  in  200  L  of  0.1 N NaOH,  0.1%  SDS  and  radioactivity was measured  in  a 
Beckman LS 3801  liquid  scintillation counter. Results are expressed as percentage of 
incorporated radioactivity relative to samples without ribotoxin added. 
  Analysis of ribotoxin specific cleavage of ribosomes in Sf9 cells after treatment 
with anisoplin was also performed as described 18. Therefore, cells were recovered  in 
200 L of 100 mM HEPES‐HCl pH 7.5, pelleted and resuspended in 200 L QIAzol lysis 
reagent (Qiagen). RNA was then extracted from the aqueous phase, precipitated and 
resuspended in 10 L H2O. RNA specific cleavage was visualized as described above. 
 
Supplementary references 
 
1. Olson,  B.  H. &  Goerner,  G.  L.  (1965).  ALPHA  SARCIN,  A NEW  ANTITUMOR  AGENT.  I.  ISOLATION, 
PURIFICATION, CHEMICAL COMPOSITION, AND THE IDENTITY OF A NEW AMINO ACID. Appl Microbiol 
13, 314‐21. 
2. García‐Ortega, L., Lacadena, J., Lacadena, V., Masip, M., De Antonio, C., Martínez‐Ruiz, A. & Martínez 
Del Pozo, A. (2000). The solubility of the ribotoxin alpha‐sarcin, produced as a recombinant protein 
in Escherichia coli, is increased in the presence of thioredoxin. Lett Appl Microbiol 30, 298‐302. 
3. Lacadena, J., Martínez del Pozo, A., Barbero, J. L., Mancheño, J. M., Gasset, M., Oñaderra, M., López‐
Otín, C., Ortega, S., García, J. & Gavilanes, J. G. (1994). Overproduction and purification of biologically 
active native fungal alpha‐sarcin in Escherichia coli. Gene 142, 147‐51. 
Resultados/Results 
 
135 
 
4. Sambrook,  J. & Russell, D. W.  (2001). Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press. 
5.  Herrero‐Galán,  E.,  Lacadena,  J., Martínez  del  Pozo,  A.,  Boucias,  D.  G., Olmo, N., Oñaderra, M. & 
Gavilanes, J. G. (2008). The insecticidal protein hirsutellin A from the mite fungal pathogen Hirsutella 
thompsonii is a ribotoxin. Proteins 72, 217‐28. 
6. Álvarez‐García, E., García‐Ortega, L., Verdun, Y., Bruix, M., Martínez del Pozo, A. & Gavilanes,  J. G. 
(2006). Tyr‐48, a conserved residue in ribotoxins, is involved in the RNA‐degrading activity of alpha‐
sarcin. Biol Chem 387, 535‐41. 
7.  Álvarez‐García,  E., Martínez‐del‐Pozo,  A. & Gavilanes,  J. G.  (2009).  Role  of  the  basic  character  of 
alpha‐sarcin's NH2‐terminal beta‐hairpin in ribosome recognition and phospholipid interaction. Arch 
Biochem Biophys 481, 37‐44. 
8. García‐Ortega,  L.,  Lacadena,  J.,  Villalba, M.,  Rodríguez,  R.,  Crespo,  J.  F.,  Rodríguez,  J.,  Pascual,  C., 
Olmo, N., Oñaderra, M., del Pozo, A. M. & Gavilanes, J. G. (2005). Production and characterization of 
a noncytotoxic deletion variant of  the Aspergillus  fumigatus allergen Aspf1 displaying  reduced  IgE 
binding. FEBS J 272, 2536‐44. 
9. García‐Ortega, L., Masip, M., Mancheño,  J. M., Oñaderra, M., Lizarbe, M. A., García‐Mayoral, M. F., 
Bruix, M., Martínez del Pozo, A. & Gavilanes, J. G. (2002). Deletion of the NH2‐terminal beta‐hairpin 
of the ribotoxin alpha‐sarcin produces a nontoxic but active ribonuclease. J Biol Chem 277, 18632‐9. 
10. García‐Ortega, L., Lacadena, J., Mancheño, J. M., Oñaderra, M., Kao, R., Davies, J., Olmo, N., Pozo, A. 
M.  &  Gavilanes,  J.  G.  (2001).  Involvement  of  the  amino‐terminal  beta‐hairpin  of  the  Aspergillus 
ribotoxins on the  interaction with membranes and nonspecific ribonuclease activity. Protein Sci 10, 
1658‐68. 
11. Lacadena, J., Martínez del Pozo, A., Martínez‐Ruiz, A., Perez‐Cañadillas, J. M., Bruix, M., Mancheño, J. 
M., Oñaderra, M. & Gavilanes, J. G. (1999). Role of histidine‐50, glutamic acid‐96, and histidine‐137 
in the ribonucleolytic mechanism of the ribotoxin alpha‐sarcin. Proteins 37, 474‐84. 
12. Martínez‐Ruiz, A., García‐Ortega, L., Kao, R., Lacadena, J., Oñaderra, M., Mancheño, J. M., Davies, J., 
Martinez del Pozo, A. & Gavilanes, J. G. (2001). RNase U2 and alpha‐sarcin: a study of relationships. 
Methods Enzymol 341, 335‐51. 
13. Schindler, D. G. & Davies,  J. E.  (1977). Specific cleavage of  ribosomal RNA caused by alpha sarcin. 
Nucleic Acids Res 4, 1097‐1110. 
14.  Kao,  R., Martínez‐Ruiz,  A., Martínez  del  Pozo,  A.,  Crameri,  R. & Davies,  J.  (2001). Mitogillin  and 
related fungal ribotoxins. Methods Enzymol 341, 324‐35. 
15.  García‐Ortega,  L.,  Álvarez‐García,  E.,  Gavilanes,  J.  G., Martínez‐del‐Pozo,  A. &  Joseph,  S.  (2010). 
Cleavage of  the sarcin‐ricin  loop of 23S  rRNA differentially affects EF‐G and EF‐Tu binding. Nucleic 
Acids Res 38, 4108‐19. 
16.  Olombrada, M.,  Rodríguez‐Mateos, M.,  Prieto,  D.,  Pla,  J.,  Remacha, M., Martínez‐del‐Pozo,  A., 
Gavilanes, J. G., Ballesta, J. P. & García‐Ortega, L. (2014). The acidic ribosomal stalk proteins are not 
required  for  the  highly  specific  inactivation  exerted  by  alpha‐sarcin  of  the  eukaryotic  ribosome. 
Biochemistry 53, 1545‐7. 
17. Castaño‐Rodríguez, C., Olombrada, M., Partida‐Hanon, A., Lacadena, J., Oñaderra, M., Gavilanes, J. 
G., García‐Ortega, L. & Martínez‐Del‐Pozo, A. (2015). Involvement of loops 2 and 3 of alpha‐sarcin on 
its ribotoxic activity. Toxicon 96, 1‐9. 
18. Olombrada, M., Herrero‐Galán, E., Tello, D., Oñaderra, M., Gavilanes, J. G., Martínez‐del‐Pozo, A. & 
García‐Ortega,  L.  (2013). Fungal extracellular  ribotoxins as  insecticidal agents.  Insect Biochem Mol 
Biol 43, 39‐46. 
   
Resultados/Results 
 
136 
 
   
Resultados/Results 
 
137 
 
Resultados B: LAS RIBOTOXINAS FÚNGICAS COMO 
INSECTICIDAS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B1.  Las  ribotoxinas  extracelulares  fúngicas  como  agentes 
insecticidas 
 
  Las  ribotoxinas  fúngicas  se  descubrieron  hace  alrededor  de  50  años  como 
agentes antitumorales,  si bien,  la  función que ejercen en  la Naturaleza  sigue  siendo 
hoy en día una incógnita. El descubrimiento hace unos años de una nueva ribotoxina, 
llamada  hirsutelina  A  (HtA),  que  produce  el  hongo  entomopatógeno  Hirsutella 
thompsonii,  hizo  revivir  la  hipótesis  de  que  las  ribotoxinas  tuvieran  una  función 
insecticida en el  contexto biológico del hongo.  Lamentablemente, esta  ribotoxina es 
bastante  diferente  a  otros  miembros  de  su  familia  en  su  estructura  y  tamaño, 
planteando  la  cuestión  de  si  su  actividad  insecticida  es  un  caso  aislado  o  si,  por  el 
contrario, es una actividad conservada también en otras ribotoxinas. Para responder a 
esta pregunta, en este trabajo se ha evaluado la actividad insecticida de las ribotoxinas 
HtA  y  ‐sarcina.  Utilizando  ribosomas,  células  en  cultivo  y  larvas  de  insecto,  los 
resultados obtenidos apuntan a que  la actividad  insecticida es característica de todas 
las ribotoxinas, lo que apoyaría la idea de que ésa fuera su principal función.  
 
Trabajo  B1:  Olombrada  M,  Herrero  Galán  E,  Tello  D,  Oñaderra  M,  Gavilanes  JG, 
Martínez  del  Pozo  A  y  García  Ortega  L  (2013).  "Fungal  extracellular  ribotoxins  as 
insecticidal agents" Insect Biochem. Mol. Biol. 43, 39‐46. 
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B2. Ribotoxinas  fúngicas: Armas naturales de origen proteico 
frente a insectos  
 
  Las  ribotoxinas  son  RNasas  fúngicas  extracelulares  que  poseen  una  elevada 
toxicidad  debido  a  su  habilidad  para  penetrar  en  las  células  diana  e  inactivar  el 
ribosoma de manera muy específica. El papel que juegan estas proteínas en los hongos 
que las producen no se conoce en detalle. No obstante, los resultados mostrados en el 
apartado anterior de esta tesis han demostrado las propiedades insecticidas de dos de 
estas  ribotoxinas  (HtA,  producida  por  H.  thompsonii,  y  ‐sarcina,  producida  por  A. 
giganteus), y apoyan  la posibilidad de que estén  involucradas en  los mecanismos de 
defensa del hongo frente a  insectos. En esta revisión se repasan  los aspectos de esta 
familia  de  proteínas  que  están  relacionados  con  su  toxicidad  frente  a  insectos, 
haciendo  hincapié  en  su  relevancia  biológica  y  planteando  posibles  aplicaciones 
biotecnológicas,  como  el  desarrollo  de  biopesticidas  alternativos  a  los  métodos 
tradicionales del control de plagas. 
 
Trabajo B2: Olombrada M, Martínez del Pozo A, Medina P, Budia F, Gavilanes JG y 
García Ortega L (2014) "Fungal ribotoxins: Natural protein‐based weapons against 
insects" Toxicon 83, 69‐74. 
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Resultados  C:  EL  RIBOSOMA  EUCARIOTA  COMO 
DIANA DE LAS RIBOTOXINAS. 
 
 
 
 
 
C1. El tallo ribosómico no participa en la inactivación específica 
ejercida por la ‐sarcina sobre el ribosoma eucariota 
 
  Las ribotoxinas fúngicas son una familia de RNasas capaces de cortar un único 
enlace fosfodiéster en una secuencia conservada del rRNA, el lazo sarcina/ricina (SRL), 
lo  que  afecta  al  proceso  de  traducción  e  inhibe  la  síntesis  de  proteínas.  Las 
propiedades  enzimáticas  de  las  ribotoxinas  se  conocen  en  detalle,  aunque  el 
mecanismo  molecular  por  el  que  estas  toxinas  reconocen  el  SRL  apenas  se  ha 
investigado. Las proteínas ácidas P0, P1 y P2 del tallo ribosómico se localizan cerca de 
la región del ribosoma implicada en la unión de los factores de elongación al ribosoma. 
Recientemente se ha demostrado  la participación del tallo ribosómico eucariota en el 
mecanismo  de  acción  de  otra  proteína  inactivante  del  ribosoma,  la  ricina.  En  este 
trabajo  se  ha  investigado  el  papel  que  juega  esta  estructura  del  ribosoma  en  el 
mecanismo de acción de la ribotoxina ‐sarcina. Experimentos con ribosomas aislados, 
sistemas  de  traducción  libres  de  células  y  ensayos  de  viabilidad  en  distintas  cepas 
mutantes de la levadura Saccharomyces cerevisiae, con diferente composición del tallo 
ribosómico, han permitido demostrar que, al contrario de lo que sucede con la ricina y 
otras  proteínas  inactivantes  del  ribosoma,  el  tallo  ribosómico  no  parece  estar 
involucrado  en  la  actividad  ribonucleolítica  específica  de  la  ‐sarcina  frente  al 
ribosoma eucariota. Por  tanto, a pesar de compartir  la misma diana en el  ribosoma, 
parece que la ricina y la ‐sarcina utilizan mecanismos diferentes de interacción con el 
ribosoma eucariota. 
 
Trabajo C1: Olombrada M, Rodríguez Mateos M, Prieto D, Pla J, Remacha M, Martínez 
del Pozo A, Gavilanes JG, Ballesta JPG y García Ortega L (2014). "The acidic ribosomal 
stalk proteins are not required for the highly specific  inactivation exerted by ‐sarcin 
of the eukaryotic ribosome" Biochemistry 53, 1545‐1547. 
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C2. Las partículas pre‐60S en estados avanzados de maduración 
pueden ser inactivadas por la ‐sarcina. 
 
  La biogénesis del  ribosoma eucariota es un proceso complejo que conlleva el 
ensamblaje, maduración y transporte intracelular de las subunidades del ribosoma. Las 
partículas  pre‐60S  y  pre‐40S  viajan  por  el  nucleoplasma  hacia  el  complejo  del  poro 
nuclear  y  una  vez  en  el  citosol  se  suceden  las  etapas  finales  de maduración.  Las 
ribotoxinas  fúngicas  actúan  sobre  el  SRL,  una  secuencia  de  rRNA  conservada  de  la 
subunidad 60S que  juega un papel clave en  la  función del ribosoma. El corte del SRL 
por parte de estas  toxinas  impide que el  ribosoma  interaccione  con  los  factores de 
elongación necesarios para que se produzca la síntesis de proteínas.  
  En  este  trabajo  se  analiza  a  nivel molecular  el  efecto  de  la  actividad  de  la 
ribotoxina ‐sarcina sobre la ruta de maduración del ribosoma eucariota, utilizando la 
levadura  Saccharomyces  cerevisiae  como organismo modelo.  El  trabajo  realizado ha 
permitido  concluir  que,  a  pesar  de  que  la  a‐sarcina  puede  acceder  al  núcleo  y,  por 
tanto, a cualquier partícula prerribosomal, el SRL sólo es susceptible a la acción de ésta 
cuando forma parte del rRNA 25S ya maduro, en  las partículas pre‐60S en  los últimos 
estadíos de la biogénesis. A largo plazo, el uso de las ribotoxinas en este campo podría 
contribuir a un mejor conocimiento de las enfermedades relacionadas con defectos en 
el ribosoma, las denominadas ribosomopatías. 
 
Trabajo  C2:  Olombrada M,  Altvater M,  Peña  C,  Nerurkar  P, Martínez  del  Pozo  A, 
Gavilanes  JG, García Ortega  L y Panse VG  (2015).  "Fungal  ribotoxins as  tools  for  the 
study of ribosome biogenesis in yeast" En preparación. 
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Abstract 
  Eukaryotic  ribosomes  are  assembled  in  an  extraordinarily  complex  pathway 
that requires coordination of multiple  factors. While travelling  from the nucleoplasm 
across  the  nuclear  pore  complex  to  finally  reach  the  cytoplasm,  ribosomal  particles 
undergo  several changes  in composition, both at  the protein and  rRNA  level. During 
cytoplasmic maturation, pre‐60S particles already have mature 25S rRNA, which makes 
them  susceptible  of  being  inactivated  by  ribotoxins.  This  family  of  RNases  inhibit 
protein  synthesis by  cleaving  the  sarcin/ricin  loop  (SRL), a  conserved  rRNA  structure 
essential for translation. Here we show for the first time how the ribotoxin α‐sarcin can 
inactivate not only mature  ribosomes, but  also pre‐60S particles during  cytoplasmic 
maturation. Both in vivo and in vitro assays revealed how rRNA composition of pre‐60S 
particles is important for the activity of α‐sarcin. We have also studied the effect of SRL 
cleavage  on  the  nuclear  export  and  recycling  of  ribosomal  subunits  and  assembly 
factors. Together, our data suggest that α‐sarcin is able to attack late pre‐60S particles 
without disturbing the general maturation pathway, evidencing that the proper folding 
of the SRL might be assessed later on the maturation process.  
Keywords: Ribosome biogenesis, Saccharomyces cerevisiae, ‐sarcin, rRNA 
Abbreviations: SRL, sarcin‐ricin loop; RNase, ribonuclease; RNP, ribonucleoprotein; RP, 
ribosomal  protein;  BME,‐mercaptoethanol;  TAP,  Tandem  Affinity  Purification;  ITS, 
Internal Transcribed Spacer; PAP, Pokeweed antiviral protein 
Introduction 
  The ribosome is an essential ribonucleoprotein (RNP) which acts as a ribozyme 
involved  in the translation of the genetic  information  into proteins. All ribosomes are 
comprised  of  two  subunits  with  a  different  composition  of  rRNAs  and  ribosomal 
proteins  (RPs).  In  yeast,  the  small  40S  subunit  contains  one molecule  of  RNA  (18S 
rRNA) and 33 different RPs, and is responsible of decoding the genetic information by 
bringing  together  mRNA  and  tRNAs,  whereas  the  large  60S  subunit,  where  the 
peptidyltransferase reaction occurs, is composed of three rRNAs (5S, 5.8S and 25S) and 
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46 RPs. The  structure of  the mature yeast  ribosome  is known at  the molecular  level 
(Ben‐Shem  et  al.  2011),  however,  the  process  by  which  this  cellular  machine  is 
assembled is not completely well understood. 
  Ribosome  biogenesis  is  a  complex  and  highly  regulated  process.  Eukaryotic 
ribosomes  are  initially  assembled  in  the  nucleolus, where  the  rRNA  is  transcribed. 
Then,  further  maturation  takes  place  also  in  the  nucleoplasm  and  cytoplasm.  In 
Saccharomyces cerevisiae, more than 300 trans‐acting factors, both proteins and RNAs, 
participate  in  the  assembly,  maturation  and  intracellular  transport  of  ribosomal 
subunits.  In  humans  this  number  is  even  higher,  according  to  the  bigger  size  and 
complexity of  their  ribosomes  (Gerhardy et al. 2014, Lafontaine 2015, Woolford and 
Baserga 2013). Assembly begins with transcription of 35S pre‐rRNA and 5S RNA by RNA 
polymerases  I and  III,  respectively. Post‐transcriptional modifications of  the 35S pre‐
rRNA, as well as association with RPs and trans‐acting factors, give rise to the earliest 
ribosomal precursor, the 90S pre‐ribosome. This particle is then cleaved, releasing pre‐
40S and pre‐60S particles that each undergo  independent maturation pathways. Pre‐
40S particles are  transported across  the nuclear pore  complex going  through only a 
few compositional changes  in the nucleoplasm, and  it  is  in the cytoplasm where final 
maturation  steps  happen,  including  processing  of  the  20S  pre‐rRNA  to mature  18S 
rRNA. Maturation of  the pre‐60S particle  involves more processing  steps within  the 
nucleoplasm, so  that once  it  is exported  to  the cytoplasm only a  few  factors  remain 
attached  to  the  particle.  These  factors  are  sequentially  released  from  the  pre‐60S 
particles,  including major  steps  like  the  release  of  factors  from  the  exit  tunnel,  the 
assembly  of  the  stalk  structure  (RPs  P0,  P1  and  P2)  and  the  release  of  the  anti‐
association factor Tif6 (de la Cruz et al. 2015, Panse and Johnson 2010, Woolford and 
Baserga 2013). The  rRNA molecules  that  form part of  the 60S subunit are processed 
mainly  in  the nucleoplasm. Cleavage of  the 35S pre‐rRNA precursor generates a 27S 
pre‐rRNA  that  is  further processed  to 25S  rRNA and 7S pre‐rRNA  in  the nucleoplasm 
through several alternative pathways, being the latter one finally processed to mature 
5.8S in the cytoplasm (Gerhardy et al. 2014, Woolford and Baserga 2013). Generation 
of  new  ribosomes  is  generally  linked  to  cell  proliferation.  For  that  reason, 
misregulation of this complex chain of events  involved  in ribosome biogenesis can be 
lethal and can lead to a variety of human diseases known as ribosomopathies (Freed et 
al. 2010, Narla and Ebert 2010). 
  Ribotoxins are a  family of toxic extracellular  fungal RNases that exert a highly 
specific ribonucleolytic activity on the larger molecule of rRNA in the ribosome, leading 
to protein synthesis inhibition and cell death (Lacadena et al. 2007, Olmo et al. 2001). 
They  were  discovered  in  the  1960's  during  a  screening  program  searching  for 
antibiotics and antitumor agents (Olson and Goerner 1965). Nowadays, some of these 
toxins  have  been  thoroughly  studied  and  characterized:  ‐sarcin,  the  first  to  be 
discovered,  restrictocin, Aspf1  and  hirsutellin A  (HtA),  the  smallest  ribotoxin  known 
(Herrero‐Galán et al. 2008, Lacadena et al. 2007). Unfortunately, although discovered 
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as  antitumor molecules,  further  studies  revealed  an  unspecific  cytotoxicity  of  these 
proteins, which limited their potential clinical uses and prompted the abandon of their 
study  until  the  mid‐1970's.  Later  on,  it  was  observed  that  they  inhibited  protein 
biosynthesis  in  ribosomal preparations by cleaving only one phosphodiester bond of 
the  large  rRNA  molecule  (the  bond  between  G4325  and  A4326  of  the  28S  rat 
ribosome, G2661‐A2662 in the Escherichia coli ribosome), (Schindler and Davies 1977, 
Endo  and Wool  1982).  This bond  is of particular  interest, because  it  is  located  at  a 
universally conserved site, the sarcin‐ricin loop (SRL), with important roles in ribosome 
function (García‐Ortega et al. 2010). The toxic effect of ribotoxins has been related to 
the  inability  of  the  cleaved  ribosomes  to  interact  in  optimum  conditions  with  the 
elongation  factors  needed  for  a  correct  and  efficient  protein  biosynthesis  (García‐
Ortega et al. 2010). The activity of  ribotoxins has been  investigated mainly  for  their 
ability  to  cleave  mature  ribosomes  of  different  origins  (Olombrada  et  al.  2014a, 
Olombrada  et  al.  2014b).  The  ability  of  these  toxins  to  act  on  immature  pre‐60S 
particles is an interesting issue that has not been studied until now. The present work 
addresses  the  activity  of  fungal  ribotoxins  at  different  steps  of  the  maturation 
pathway,  showing  for  the  first  time  how  these  toxins  can  also  inactivate  immature 
ribosomes.  
Materials and methods 
Bacteria and yeast strains, plasmids and ribotoxins 
  All  recombinant  DNA  techniques  were  performed  according  to  established 
procedures using Escherichia coli DH5F' and XL1‐Blue strains for cloning and plasmid 
propagation. Yeast strains and plasmids used in this study are listed in Supplementary 
Tables 1 and 2, respectively. All cloned DNA fragments generated by PCR amplification 
and  plasmids  were  verified  by  sequencing  at  the  corresponding  Complutense 
University  facility. Wild type‐sarcin and several mutant variants were cloned under 
the control of  the galactose promotor: a deletion version, ‐sarcin (7‐22), which  is 
active but unable to specifically cleave the SRL, and four catalytically inactive mutants, 
H50Q,  H50/137Q,  H50/137Q/E96Q  and  R121Q  (Lacadena  et  al.  1999, Masip  et  al. 
2001). Wild  type  fungal ‐sarcin was produced  from  the mold Aspergillus giganteus 
and purified as previously described (Lacadena et al. 1994). 
Cell lysates and northern blot 
  The  activity  of  ‐sarcin was  assayed  on wild  type  yeast  cell  lysates.  Briefly, 
yeast cells were grown in 200 ml of YPD media and harvested when reach OD600 0.75. 
Then, cells were washed twice with  lysis buffer (30 mM Hepes‐NaOH pH 7.5, 50 mM 
NaCl, 20 mM MgCl2) and resuspended  in 1 ml of  lysis buffer. Glass beads were added 
and cells  lysed by vortexing at room temperature and maximum speed  for 6 min. To 
recover the lysate, a hole was made through at the bottom of the tube and the lysate 
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was collected  in a new  tube by pushing  the  lysate using a  syringe plug,  so  the glass 
beads  remain  in  the old  tube. The  collected  lysate was  clarified by centrifugation at 
14000  rpm  and 4ºC  for 10 min  and  concentration of RNA was measured. Reactions 
were performed  in 25 L of 30 mM Hepes‐NaOH pH 7.5, 30 mM KCl, 20 mM NaCl, 8 
mM MgCl and 5 mM BME during 13 min,  containing 10 l of  lysate  (15 g of RNA 
approximately)  and  different  concentrations  of ‐sarcin  (0‐160  nM).  Afterwards, ‐
sarcin  reactions were stopped by adding Proteinase K  to  the mix  for 15 min at 42ºC 
followed by RNA extraction with phenol‐chloroform‐isoamyl alcohol and precipitation 
in isopropanol. RNA pellets were washed with 80 % ethanol and resuspended in 15 l 
water. 1 g of total RNA was separated on a 1.2 % agarose/formaldehyde gel for 1.5 h 
at 200 V. RNA was  transferred  to a Nylon membrane  (Hybond‐N+; GE Healthcare) by 
capillary  blotting  and  subsequently  UV  cross‐linked  to  the membrane  (Stratalinker 
1800;  Agilent  Technologies).  The  membrane  was  then  subjected  to  Northern  Blot 
analysis using a 5'‐radioactively‐labeled probes complementary to the sequence of the 
25S  rRNA  (5'‐ACAAATCAGACAACAAAGGCTTAA‐3')  and  the  27S  pre‐rRNA  (5'‐
GAAAAGGCCAGCAATTTCAAGTTA‐3'). Results were visualized using a PhosphorImager 
screen.  
Heterologous expression of sarcin in S. cerevisiae 
  The effects of cytoplasmic expression of wild type and mutants of ‐sarcin was 
analyzed in solid and liquid media. Viability of several fresh transformants was assayed 
by spotting 10‐fold dilutions on glucose (SD‐URA), raffinose (SR‐URA) or galactose (SG‐
URA) plates at 20ºC, 30ºC and 37ºC for 3‐7 days.  For detection of the ribonucleolytic 
activity of  ribotoxins  in  liquid media, yeast were allowed  to grow  in  the presence of 
glucose  until  they  reached OD600  0.7‐0.9,  and  ribotoxin  expression was  induced  by 
adding  20%  galactose  to  the  culture.  After  different  times  of  induction,  RNA  was 
extracted  with  phenol‐chloroform‐isoamylalcohol  and  results  were  analyzed  by 
northern blot using a radioactive‐labeled probe complementary to the 25S rRNA. 
Tandem Affinity Purification 
  Tandem Affinity Purification  (TAP) of pre‐ribosomal particles were carried out 
as previously described  (Altvater et  al.  2014) with  slight modifications. Briefly,  after 
incubation with TEV, the eluate is split into two, adding 40 nM final concentration of ‐
sarcin  to one of  them. The eluates are  then  incubated at 30ºC  for 30 min, and  then 
continued TAP protocol  as previously described by Altvater et  al. 2014. Calmodulin‐
eluates were separated on NuPAGE 4‐12 % Bis‐Tris gradient gels (Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA) and visualized by silver staining. To analyze RNAs after TAP purification, RNA 
was extracted with phenol‐chloroform‐isoamyl alcohol after ‐sarcin's treatment and 
from  calmodulin‐eluates and precipitated  in  isopropanol. RNA was  then analyzed by 
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northern blotting with radioactive‐labeled probes complementary to the 25S and 27S 
rRNA sequence. 
Fluorescence in situ hybridization (FISH) and microscopy 
uL18‐GFP  (RPL5‐GFP)  and  uS5‐GFP  (RPS2‐GFP)  reporter  assays  were  performed  to 
analyze pre‐ribosomal subunit export as described in Altvater et al. 2014. Localization 
of 20S pre‐rRNA was analyzed by FISH using a Cy3‐labeled oligonucleotide probe  (5’‐
Cy3‐ATG CTC TTG CCA AAA CAA AAA AAT CCA TTT TCA AAA TTA TTA AAT TTC TT‐3’) 
that is complementary to the 5' portion of ITS1 as described (Altvater et al. 2014). 
  Cells were visualized using a DM6000B microscope (Leica, Germany) equipped 
with  HCX  PL  Fluotar  63x/1.25  NA  oil  immersion  objective  (Leica,  Solms,  Germany). 
Images were  aquired with  a  fitted  digital  camera  (ORCA‐ER; Hamamatsu  Photonics, 
Hamamatsu, SZK, Japan) and Openlab software (Perkin‐Elmer, Waltham, MA, USA). 
Results 
sarcin does not cleave 27S pre‐rRNA in vitro. 
  The  activity  of  the  ribotoxin  ‐sarcin  was  assayed  using  as  substrate  a  cell 
extract from a wild type strain of Saccharomyces cerevisiae. Analysis of the rRNA of the 
samples by northern blotting  indicated that, as already established, mature 25S rRNA 
was specifically cleaved by the toxin. The rRNA fragment produced by the unique and 
highly specific activity of ribotoxins, known as the ‐fragment, was detected in a dose‐
dependent manner, and at all of the concentrations of sarcin tested, using a specific 
probe  for  the  25S  rRNA  (Figure  1).  On  the  other  hand,  this  α‐fragment  was  not 
detected when the probe was specific for the 27S pre‐rRNA (Figure 1), and the 27S pre‐
rRNA band remained intact at any of the concentrations assayed, indicating that it was 
not  being  cleaved  by  the  toxin.  To  further  investigate  this  result,  a  GFP‐sarcin 
version was  expressed  in  a wild  type  yeast  strain  and  its  intracellular  location was 
analyzed,  showing  that  the expressed  toxin  localized both  to  the  cytoplasm and  the 
nucleus  (data not  shown). Thus,  it  seemed  that  the  toxin  can move  freely  from  the 
cytoplasm to the nucleus indicating that the lack of 27S pre‐rRNA cleavage was not due 
to a  lack of accessibility. Therefore, this suggested that either the composition of the 
pre‐60S particles or the processing of pre‐rRNA had to be critical for SRL availability to 
the  toxin. With  this  idea  in mind,  four  different  pre‐60S  particles,  characteristic  of 
different  steps  of  ribosome  maturation,  were  purified  using  Tandem  Affinity 
Purification  (TAP),  adding  an  additional  incubation  step  with  ‐sarcin  during  the 
purification. Ssf1‐TAP purifies early nucleolar pre‐60S particles, Rix1‐TAP and Arx1‐TAP 
are  mainly  intermediate  nucleoplasmic  and  late  pre‐60S  subunits,  and  Kre35‐TAP 
refers to cytoplasmic pre‐60S particles. Protein composition, as well as rRNA integrity, 
were  compared  in  these  samples,  treated  or  not with  the  toxin  (Figure  1B). At  the 
protein  level,  no  substantial  differences were  observed  between  pre‐60S  particles. 
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However,  RNA  extraction  and  northern  blot  revealed  how  the  ‐fragment  was 
preferentially released at the late maturation steps of pre‐60S particles (Arx1‐TAP and 
Kre35‐TAP), where rRNA has been already processed to mature 25S.  In early pre‐60S 
particles (Ssf1‐TAP and Rix1‐TAP) the ‐fragment was only scarcely released and given 
that 27S pre‐rRNA is much more abundant in these particles, it is then safe to interpret 
that ‐sarcin is not cleaving this pre‐rRNA as effectively as it does for late pre‐60S. 
Figure 1.‐Ribotoxins differentially cleave mature and pre‐rRNAs. A) ‐Sarcin activity on yeast cell 
lysates.  Total  RNA was  extracted  and  analyzed  by  agarose  gel  (leftpannel)  and  northern  blot 
(right pannel) after incubation of the lysate for 13 min with increasing amounts of ‐sarcin (0‐160 
nM). Specific probes for the 25S rRNA and 27S pre‐rRNA were used to detect the cleavage of SRL 
by northern blot. The probe for 25S was also used to detect the characteristic fragment released 
after SRL cleavage (, for ‐fragment). B) Analysis of the activity of ‐sarcin on pre‐60S particles. 
TAP purified pre‐60S particles  incubated or not with 40 nM of ‐sarcin during  the purification 
were  separated  on  4‐12 %  gradient  gels  and  subjected  to  silver  staining,  and  C)  to  northern 
analysis using the same probes as in (A) for the 25S rRNA and 27S pre‐rRNA. 
In vivo expression of ‐sarcin leads to rRNA cleavage 
  Heterologous expression in the yeast S. cerevisiae of wild type ‐sarcin and five 
mutant  variants  affecting  either  the  catalytic  activity  (mutants  H50Q,  H50/137Q, 
H50/137Q/E96Q and R121Q) or the specific recognition of the ribosome (mutant [7‐
22]) was then analyzed. All these protein mutants have been thoroughly characterized 
(García‐Mayoral et al. 2004, García‐Ortega et al. 2002, Lacadena et al. 1999, Masip et 
al.  2001)  showing  that  they  retain  the  overall  structural  features  of  the  wild‐type 
protein.  Their  expression  was  under  the  control  of  the  GAL  promoter,  which  is 
activated exclusively  in  the presence of  galactose.  In  solid media,  yeast  growth was 
inhibited at all tested temperatures when wild type ‐sarcin was expressed, whereas 
expression of the mutants, in general, did not affect growth (Figure 2A), as previously 
described  in  a  similar  system  (Olombrada  et  al.  2014b).  Interestingly,  production  of 
(7‐22) at 20ºC  inhibited yeast growth approximately as much as the wild type toxin. 
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In  fact,  close  inspection  of  these  results  reveals  that  wild‐type  α‐sarcin  is  equally 
effective at the three temperature values assayed, revealing that the amount of toxin 
produced  is  far  above  the  levels  needed  to  completely  inhibit  yeast  growth  in  the 
conditions used. Given that the Δ(7‐22) mutant retains its non‐specific catalytic activity 
(García‐Ortega et al. 2002)  it  seems  clear  that  the pool of active  ribosomes  is more 
easily affected by the toxin at the lowest temperature assayed. Growth inhibition was 
correlated with  detection  of ‐sarcin's  specific  catalytic  activity,  as  revealed  by  the 
detection  of  the  characteristic ‐fragment  in  liquid  cultures,  even  at  short  times  of 
induction (Figure 2B). 
 
Figure 2.‐Heterologous  expression of  ribotoxins  in  yeast. A) Wild  type  yeast  cells  transformed 
with  plasmids  containing ‐sarcin  or  different mutant  variants were  spotted  in  10‐fold  serial 
dilutions  on  glucose  (SD),  raffinose  (SR)  or  galactose  (SG)  plates  and  grown  at  indicated 
temperatures  for 3‐6 days. Growth of yeast was  inhibited when  the expression of wild  type ‐
sarcin was induced. (B) Growth inhibition is correlated to the activity of ribotoxins. Total RNA of 
liquid cultures expressing  ribotoxins was analyzed by agarose electrophoresis  (left pannel) and 
northern  blot  (right  pannel)  using  a  specific  probe  for  the  25S  rRNA.  The  characteristic  ‐
fragment released by ribotoxins was detected by northern blot only when wild type‐sarcin was 
expressed. 
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Figure 3.‐ Recycling of  trans‐acting  factors  is not affected by ‐sarcin expression. Yeast  strains 
containing different GFP‐tagged trans‐acting factors (Arx1, Bud20, Tif6, Mrt4) were transformed 
with  plasmids  containing  ‐sarcin  or  the  catalytically  inactive  mutant  H50/137Q/E96Q. 
Intracellular  location of these  factors was analyzed by  fluorescence microscopy before  (NI) and 
after 2 hours of induction (2hpi) of ribotoxin expression. Empty vector was used as control. Scale 
bar=5 m. 
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Intracellular expression of ‐sarcin does not affect recycling of trans‐acting factors 
  Yeast  strains  producing  different  GFP‐tagged  trans‐acting  factors  were 
transformed with plasmids with the ability to produce either wild type α‐sarcin or  its 
catalytically  inactive mutant H50/137Q/E96Q. Wild  type  α‐sarcin was always able  to 
inhibit yeast growth and produce the ‐fragment, as shown before  for the wild type   
yeast strain (Supplementary figure 1). However,  in this case, and taking advantage of 
the  presence  of  the  GFP  tag  as  fusion  partner,  it  was  also  possible  to  study  the 
intracellular localization of these factors. Thus, the microscopy‐based analysis of these 
strains, before and after 2 hours post‐induction of ribotoxin's expression, revealed no 
significant  mislocalization  of  GFP‐fluorescence  (Figure  3,  Supplementary  figure  2). 
Therefore,  it could be safely assumed that recycling of these factors during ribosome 
maturation was not being affected by α‐sarcin toxicity. 
Ribotoxin expression induces accumulation of 35S pre‐rRNA in the nucleolus 
  To check whether the activity of ribotoxins was somehow affecting processing 
of  the  small  subunit  20S pre‐rRNA, we performed  fluorescence  in  situ hybridization 
(FISH)  using a specific probe for the ITS1 rRNA sequence. This possibility was discarded 
given  that,  upon  ribotoxin  induction,  ITS1‐flourescence  signal  remained  nucleolar 
(Figure  4).  Interestingly,  the  size  of  the  nucleolus  seemed  larger  in  those  cells 
expressing both ribotoxin versions, wild‐type and H50/137Q/E96Q, when compared to 
the  control  (Figure  4).  This  result  suggested  enhancement  of  35S  pre‐rRNA 
transcription,  probably  as  a  compensatory mechanism  due  to  the  reduction  in  the 
number of functional 60S subunits in the cytoplasm. 
 The activity of ribotoxins does not affect nuclear export of 60S and 40S pre‐ribosomes 
  Finally, to  investigate whether SRL cleavage by ribotoxins was affecting export 
of  ribosomal  subunits,  the  localization  of  known  40S  (uS5‐GFP)  and  60S  (uL18‐GFP) 
reporters  in  a wild  type  strain were examined. As expected, wild  type  cells  showed 
cytoplasmic  localization  for  both  of  them  (Figure  5)  and  this  localization  was  not 
affected upon  induction of  ribotoxin expression  (Figure 5),  in clear contrast with  the 
effect  observed  in  the  control  strains  (bud20accumulates  uL18‐GFP  and  yrb2 
accumulates uS5‐GFP  in the nucleus). Overall, these results suggest that the  integrity 
of the SRL is not essential for nuclear export of both pre40S and pre‐60S subunits  
Discussion 
‐sarcin specific cleavage takes place only at the late stages of ribosomal maturation 
  For  decades,  the  study  of  fungal  ribotoxins  has  been  focused  only  on  the 
activity they display on mature prokaryotic and/or eukaryotic ribosomes. However, 
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Figure  4.‐Fluorescence  in  situ  hybridization  (FISH)  was  performed  using  a  Cy3‐labelled 
oligonucleotide complementary to the 5' portion of  ITS1 rRNAsequence (red). Nuclear DNA was 
stained with DAPI (blue). Wild type yeast cells show no mislocalization of the ITS1 signal after 3.5 
hours post‐induction of ‐sarcin or  the H50/137Q/E96Q mutant. Cells were  grown  at 30ºC  to 
mid‐log phase after addition of galactose. Empty vector was used as a control. Scale bar =5 m. 
Figure  5.‐ Wild  type  cells  expressing  the  indicated  GFP  fusion  proteins  and  sarcin  or  the 
inactive mutant H50/137Q/E96Q were grown at 30ºC until mid‐log phase. Cells were analyzed by 
fluorescence microscopy before (NI) and after 2 hours post ribotoxin induction (2hpi). The yrb2 
and  bud20  mutants  were  used  as  controls  for  uS5‐GFP  and  uL18‐GFP  mislocalization, 
respectively. Scale bar=5m. 
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analysis of their potential effect on eukaryotic ribosome maturation is of much interest 
as  it can contribute not only  to our understanding of  their mechanism of action but 
also  to  the  elucidation  of  this  maturation  pathway.  The  ubiquitous  intracellular 
localization  of  ‐sarcin  observed  when  expressed  in  yeast  is  in  agreement  with 
previous results published by Alford et al. 2009 that showed how this protein can enter 
the nucleus of mammalian cells. This ability would allow ‐sarcin to contact early pre‐
60S  particles,  making  them  potential  targets  for  this  toxin.  However,  it  is  now 
demonstrated how the nuclear localized 27S pre‐rRNA cannot be cleaved by this toxin 
(Figure  1A).  This  observation  could  be  explained  by  two  different  non‐exclusive 
reasons. First, the SRL might not be yet sufficiently structured at these early stages of 
maturation  as  to  be  specifically  recognized  by ‐sarcin.  Second,  perhaps  the  SRL  is 
structured but somehow protected by one or several of  the  trans‐acting  factors  that 
drive  ribosome maturation  in  the nucleus, or maybe by other  rRNA  elements. Both 
options would explain why SRL cleavage is hindered. 
  Indeed, the behavior of α‐sarcin  is quite different depending on the nature of 
the  various  TAP‐purified pre‐60S particles.  Thus,  the  release of  the  characteristic ‐
fragment  of  SRL  is more  evident  in  late  pre‐60S  particles  like  those  associated  to 
Kre35‐TAP or Arx1‐TAP  than  in early ones  such as  those  represented by SSf1‐TAP or 
Rix1‐TAP  (Figure 1B). These early particles are enriched  in 27S pre‐rRNA, which  then 
would  remain  intact,  confirming  the  results  shown  above. Overall,  it  seems  safe  to 
conclude  that  fungal  ribotoxins  have  preference  for  mature  60S  or  late  pre‐60S 
ribosomal particles, being catalytically incompetent against 27S pre‐rRNA. 
In  vivo  expression  of  ‐sarcin  in  yeast  leads  to  rRNA  cleavage  but  does  not  affect 
recycling of trans‐acting factors 
  In order to validate the results obtained in vitro with the TAP particles and cell 
lysates, a yeast  in vivo model was  tested.  In  such model,  the  ribotoxin ‐sarcin and 
several mutant  variants were  expressed  under  the  control  of  a  galactose  inducible 
promoter. Production of wild type ‐sarcin resulted in growth inhibition at any of the 
three  temperatures  checked  (Figure  2A),  a  behavior  that was  not  observed  for  the 
catalytically  inactive mutants. This growth  inhibition was  indeed  correlated with  the 
release of the ‐fragment (Figure 2B), as published before using a different  inducible 
system  (Olombrada  et  al.  2014b).  In  good  agreement with  all  these  results,  this ‐
fragment was  not  detected  in  cells  expressing  the  empty  vector  or  the  catalytically 
inactive mutant H50/137Q/E96Q, where no growth defect was found. 
  Interestingly,  the  deletion  mutant  (7‐22)  also  inhibited  growth  at  low 
temperatures. This mutant is defective in specifically recognizing the ribosome but still 
retains  ribonucleolytic  non‐specific  activity,  what  could  explain  the  observed 
cytotoxicity at low temperatures. Once the in vivo system was validated, the main goal 
was to check whether some events related to ribosome biogenesis could be affected 
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by the expression of the toxin. Starting with recycling of export and assembly factors, 
the yeast strains containing different GFP‐tagged trans‐acting factors did not show any 
significant differences in terms of localization (Figure 3 and Supplementary figure 2). It 
should be concluded then that this particular event is not affected by the activity of ‐
sarcin. In fact, there was inhibition of growth in all the strains expressing wild type ‐
sarcin (Supplementary figure 1), and the ‐fragment could be detected  in all of them 
as early as 2 hours after  induction  (data not shown), proving  that SRL cleavage does 
not  affect  trans‐acting  factors  localization.  Not  even  that  of  Tif6,  which  has  been 
described to be located in the vicinity of the SRL and interacts with RP uL14 (Greber et 
al. 2012, Klinge et al. 2011), a protein  that  is predicted  to be  recognized by ‐sarcin 
(García‐Mayoral et al. 2005). Most of these factors, if not all, were present in the TAP‐
purified  particles,  especially  in  Arx1‐TAP  and  Kre35‐TAP.  Since ‐sarcin was  able  to 
cleave the 25S rRNA in all of them, it should be concluded that the presence of factors 
like Tif6 and Nmd3,  in close proximity to the SRL, do not preclude SRL accessibility by 
the toxin.  
Intracellular production of ‐sarcin does not cause pre‐20S rRNA processing defects but 
stimulates 35S pre‐rRNA accumulation in the nucleolus 
  The target of ribotoxins is the SRL, a highly conserved motif located in the 60S 
ribosomal subunit. Consequently, cleavage of this rRNA structure could trigger defects 
at  different  stages  of  the  maturation  pathway.  For  example,  lack  of  translational 
competent  60S  subunits  in  the  cytoplasm,  due  to  inactivation  by  ribotoxins,  could 
induce a compensatory effect affecting maturation of 40S subunits. Within  this  idea, 
we tested the possibility of SRL cleavage affecting 20S pre‐rRNA processing to mature 
18S  rRNA.  FISH  experiments  showed,  however,  that  this maturation  event was  not 
altered upon ribotoxins production (Figure 4). However, these cells showed a stronger 
signal  in the nucleolus. An explanation  for this observation could be the  induction of 
massive  transcription  of  35S  pre‐rRNA, most  likely  as  a  direct  consequence  of  SRL 
cleavage. The activity of ‐sarcin on 60S subunits  in the cytoplasm would reduce the 
amount of 60S able to enter translation, and the nucleus would start transcribing 35S 
pre‐rRNA in order to compensate this effect.  
  On the other hand, microscopy analysis of the 40S reporter uS5‐GFP revealed 
no  accumulation  of  40S  subunits  in  the  nucleus  after ‐sarcin  induction  (Figure  5), 
suggesting that the activity of the ribotoxin did not affect the maturation pathway of 
these  particles.  Accordingly,  no  nuclear  accumulation  was  observed  for  the  60S 
reporter uL18‐GFP upon induction of sarcin (Figure B). This implies that the integrity 
of the SRL is not required for the correct export of pre‐60S subunits, and cleaved pre‐
60S particles could be exported to the nucleus without problems even though they will 
not be functional. In general,  it seems that SRL cleavage by ribotoxins does not affect 
ribosome maturation  in the nucleus, and major effects would most  likely occur  in the 
cytoplasm. 
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  The  correct  assembly  of  the  ribosome  is  extremely  important  to  ensure  the 
appropriate  function and  fidelity of  translation,  that  is why cells must have designed 
strategies  to  assess  this  assembly.  The  release of  Tif6 by  Efl1  from  the nascent 60S 
subunit has been proposed as one of  these check points  (Bussiere et al., 2012). Efl1 
would be  recruited  to  the pre‐60S particle once  the  stalk  is  assembled  and  there  it 
would  check  the  integrity  of  the  P‐site.  This  would  then  trigger  a  conformational 
change  in  Efl1  analog  to  that  ocurring  to  elongation  factors  during  translation, 
promoting the release of the antiassociation factor Tif6 and allowing the 60S to enter 
the pool of active  ribosomes  in  the  cytoplasm.  In  this model,  it has been  suggested 
that  Efl1  also  assess  the  proper  folding  of  the  SRL.  This  loop  of  rRNA  has  been 
suggested  to  participate  in  activation  of  the GTPase  activity  (Voorhees  et  al.,  2010, 
Koch  et  al.,  2015,  Clementi  et  al.,  2010),  but  the  exact  mechanism  of  activation 
remains  unclear  and  it  is  a matter  of  controversial  debate  because  it  is  not  fully 
compatible with certain data.  It has been described how disruption of  the SRL by ‐
sarcin  or  the  ribosome  inactivating  protein  PAP  does  not  affect  elongation  factor‐
independent peptide synthesis (Chan and Wool 2008), and an intact SRL is not critical 
for GTP hydrolysis on EF‐G or EF‐Tu, but it is indispensable for stably binding of EF‐G to 
the ribosome (Shi et al., 2012; García‐Ortega 2010). Moreover, disruption of the SRL by 
‐sarcin differentially affects EF‐G and EF‐Tu binding  to  the  ribosome  (García‐Ortega 
2010), affecting significantly more the EF‐G binding, GTP hydrolysis and translocation. 
Thus, the mechanism of GTP hydrolysis as well as binding to the ribosome might differ 
between translational GTPases, including Efl1. Our results indicate that cleavage of the 
SRL does not affect the  localization of Tif6 and seems to not be affecting the general 
maturation pathway of the 60S subunit. It is possible then that the integrity of the SRL 
is not being checked during Tif6 release by Efl1. 
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Supplementary Material 
 
Supplementary figure 1.‐Heterologous expression of ribotoxins in yeast. A) Yeast cells expressing 
different GFP‐tagged  trans‐acting  factors were  transformed with  plasmids  containing ‐sarcin 
(WT) or an inactive mutant (H50/137Q/E96Q) were spotted in 10‐fold serial dilutions on glucose 
(SD), raffinose (SR) or galactose (SG) plates and grown at 30ºC for 3‐6 days. Growth of yeast was 
inhibited when  the expression of wild  type ‐sarcin was  induced. Empty vector was used as a 
control. 
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Supplementary figure 2.‐Recycling of trans‐acting factors  is not affected by ‐sarcin expression 
(II). Yeast strains containing different GFP‐tagged trans‐acting factors (Nog1, Nug1, Nmd3) were 
transformed  with  plasmids  containing  ‐sarcin  or  the  catalytically  inactive  mutant 
H50/137Q/E96Q. Intracellular location of these factors was analyzed by fluorescence microscopy 
before (NI) and after 2 hours of induction (2hpi) of ribotoxin expression. Empty vector was used 
as control. Scale bar=5 m. 
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Supplementary Table 1.Yeast strains used in this study. 
Strain name Genotype Origin 
BY4741 MATa ura3 his3 leu2 met15 TRP1 EUROSCARF 
Ssf1-TAP MATa ura3 leu2 trp1 SSF1-TAP::HIS3MX Open biosystems 
Rix1-TAP MATα ura3 his3 leu2 trp1 met15 RIX1-TAP::TRP1 Open biosystems 
Arx1-TAP MATa ura3 his3 leu2 met15 TRP1 ARX-TAP::HIS3MX Open biosystems 
Kre35-TAP MATα ura3 his3 leu2 trp1 met15 KRE35-TAP::TRP1 Open biosystems 
Arx1-GFP MATa ura3 his3 leu2 met15 TRP1 ARX1-GFP::HIS3MX Open biosystems 
Bud20-GFP MATa ura3 his3 leu2 met15 TRP1 BUD20-GFP::HIS3MX Open biosystems 
Mrt4-GFP MATa ura3 his3 leu2 met15 TRP1 MRT4-GFP::HIS3MX Open biosystems 
Nog1-GFP MATa ura3 his3 leu2 met15 TRP1 NOG1-GFP::HIS3MX Open biosystems 
Nug1-GFP MATa ura3 his3 leu2 met15 TRP1 NUG1-GFP::HIS3MX Open biosystems 
Tif6-GFP MATa ura3 his3 leu2 met15 TRP1 TIF6-GFP::HIS3MX Open biosystems 
Nmd3-GFP MATa ura3 his3 leu2 met15 TRP1 NMD3-GFP::HIS3MX Open biosystems 
bud20 MATa ura3 his3 leu2 met15 TRP1 bud20::KANMX Altvater et al. 2012 
yrb2∆  MATa his3 leu2 met15 ura3 yrb2::KANMX  Faza et al. 2012 
 
Supplementary Table 2. Plasmids used in this study. 
Plasmid Relevant markers Source 
YEP352GAL PGAL1 2m URA3 Benton et al. 1990 
YEP352GAL-sar PGAL1-SAR 2m URA3 This study 
YEP352GAL-(7-22) PGAL1-(7-22) 2m URA3 This study 
YEP352GAL-H50/137Q/E96Q PGAL1- H50/137Q/E96Q 2m URA3  This study 
YEP352GAL-H50Q PGAL1- H50Q 2m URA3 This study 
YEP352GAL-H50Q/137Q PGAL1- H50Q/137Q 2m URA3 This study 
YEP352GAL-R121Q PGAL1- R121Q 2m URA3 This study 
pRS315-L5-GFP RPL5-eGFP CEN LEU2 Altvater et al. 2012 
pRS315-S2-GFP  RPS2-eGFP CEN LEU2 Altvater et al. 2012 
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  La  elevada  especificidad  de  las  ribotoxinas,  capaces  de  inactivar  el  ribosoma 
cortando un único enlace fosfodiéster de entre los más de 5400 que contiene, las hace 
especiales entre  las  ribonucleasas. El estudio exhaustivo de su estructura y actividad 
citotóxica frente a todo tipo de ribosomas permite comenzar a desarrollar productos 
de interés biotecnológico basados en ellas. Sus propiedades antitumorales ya se están 
explotando  con  éxito  en  forma  de  inmunotoxinas  frente  a  cáncer  de  colon,  por 
ejemplo. Si bien, su potencial  insecticida hace que  también sean óptimas candidatas 
para el diseño de nuevos biopesticidas.  Los  resultados que esta Memoria  recoge  se 
refieren, y siempre dentro de este contexto, a diferentes aspectos de las ribotoxinas. 
  En primer lugar, se profundiza en el estudio de las relaciones estructura‐función 
tanto  de  la  α‐sarcina  como  de  la HtA.  La  secuenciación  del  genoma  de  numerosos 
hongos  ha  permitido,  además,  describir  por  primera  vez  la  existencia  de  otra 
ribotoxina semejante a HtA, haciendo que ésta deje de ser una excepción y se la pueda 
considerar como la representante de un nuevo grupo de ribotoxinas.  
  En  segundo  lugar,  las  propiedades  insecticidas,  a  raíz  de  los  resultados  aquí 
presentados, parecen confirmar la que sería la función biológica de las ribotoxinas. No 
es  arriesgado,  por  tanto,  proponer  el  uso  de  éstas  en  el  control  de  plagas.  La 
descripción de  la anisoplina como miembro de  las  ribotoxinas  refuerza esta  idea, ya 
que Metarhizium anisopliae, el hongo que  la produce,  ya  se utiliza  como  agente de 
control biológico. 
  Por último,  se ha  intentado establecer el mecanismo de  interacción de  la ‐
sarcina con el ribosoma eucariota, descartando que ésta  interaccione con  las mismas 
estructuras ribosomales que utiliza la ricina. También se ha descrito por vez primera la 
actividad  de  la  ‐sarcina  sobre  partículas  inmaduras  pre‐60S,  lo  que  ampliaría 
notablemente  la  capacidad  citotóxica  de  las  ribotoxinas,  así  como  nuestro 
conocimiento sobre el proceso de maduración ribosomal. 
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Relaciones estructura‐función en las ribotoxinas 
  Desde el punto de vista estructural,  la ‐sarcina es una de  las ribotoxinas más 
estudiadas, hasta el punto de poder asignar funciones concretas a residuos concretos 
(Lacadena et al. 2007) e incluso a átomos específicos (Perez‐Cañadilllas et al. 2003). El 
análisis mutacional  de  ribotoxinas  como  la  HtA,  de menor  tamaño  e  identidad  de 
secuencia, permite establecer similitudes y/o diferencias entre miembros de la familia 
(Herrero‐Galán  et  al.  2012a, Herrero‐Galán  et  al.  2012b).  En  el  primer  apartado  de 
resultados  se  presentan  aspectos  específicos  de  la  estructura  y  función  de  las 
ribotoxinas  ‐sarcina  y  HtA.  Mediante  la  caracterización  de  diferentes  variantes 
mutantes de éstas se han  intentado adjudicar papeles a diferentes residuos y bucles, 
como su  implicación en  la actividad catalítica o su participación en  la  interacción con 
membranas, por ejemplo. En concreto, se ha estudiado el papel de los bucles 2 y 3 de 
la ‐sarcina, así como el del bucle 5 y el extremo amino terminal de la HtA.  
  Una  primera  conclusión  corroboraría  que  en  las  interacciones  que  se 
establecen directamente entre el SRL y la ‐sarcina, juegan un papel muy relevante las 
interacciones electrostáticas. El bucle 3  contiene una  triada de  lisinas  (K111, K112 y 
K114)  que  parece  estar  involucrada  en  el  reconocimiento  específico  del  SRL, 
favoreciendo  la formación del complejo enzima:sustrato (Plantinga et al. 2008). En  la 
restrictocina,  esta  triada  de  lisinas  (K110,  K111,  K113),  en  especial  la  K113,  parece 
establecer contacto directo con la G prominente, ayudando a localizar el sustrato en el 
centro activo (Yang et al. 2001, Plantinga et al. 2008). En esta Tesis se ha estudiado el 
papel  de  estas  lisinas  en  la  ‐sarcina,  confirmando  que  se  trata  de  una  región 
imprescindible para la actividad catalítica de la ribotoxina, pero también se ha podido 
asignar  una  nueva  funcionalidad  a  las  lisinas  111  y  114,  ya  que  participarían  en  el 
acercamiento  de  las  vesículas  lipídicas,  facilitando  su  agregación.  Además,  según  la 
estructura  de  la  ‐sarcina  (PDB  ID:  1DE3),  la  K114  forma  parte  de  una  red  de 
interacciones con la Y48, un residuo del centro activo clave para la especificidad de la 
ribotoxina por  su  sustrato. El cambio de carga que  se produce en el mutante K114E 
desestabilizaría esta interacción, que resulta esencial para la catálisis (Álvarez‐García et 
al. 2006). En cuanto a la funcionalidad del bucle 2, no parece que la H82 esté jugando 
un papel esencial en la actividad enzimática de la ‐sarcina, si bien, su sustitución por 
glutamina  (H82Q)  parece  provocar  una  reorganización  estructural  que  expondría 
regiones de la proteína capaces de interaccionar con lípidos, lo que explicaría su mayor 
capacidad  de  permeabilizar  vesículas  lipídicas.  El  bucle  2  es,  por  tanto,  una  de  las 
regiones que parecen  implicadas en  la  interacción con vesículas  lipídicas. Se  trata de 
un bucle muy poco  conservado  cuando  se  compara  con  la HtA. De hecho, no existe 
ningún  residuo  similar  en  la  HtA,  y  el  aminoácido  equivalente  al W50,  con  el  que 
interacciona  la H82 de  la ‐sarcina, es una arginina en  la HtA. Dentro de este mismo 
estudio  acerca  del  papel  del  bucle  2,  la  sustitución  de  los  residuos  79  a  93  por  los 
correspondientes  residuos  de HtA  (ADAI)  acorta  notablemente  la  extensión  de  este 
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bucle, algo que parece afectar a la disposición geométrica del centro activo y da lugar a 
la pérdida completa de actividad enzimática. Los ensayos con  lípidos demuestran que 
la  eliminación  de  esta  parte  del  bucle  2  no  conlleva  sin  embargo  un  cambio  en  la 
funcionalidad de la toxina frente a vesículas lipídicas. Se puede entonces concluir que 
esta secuencia no estaría involucrada en la interacción de la ‐sarcina con membranas. 
  El  caso  de  la HtA  es  aún más  interesante,  no  sólo  porque  es  una  ribotoxina 
menos  estudiada  sino,  sobre  todo,  porque  se  trata  de  una  proteína  de  tamaño 
intermedio  entre  las  ribotoxinas  y  las RNasas  no  tóxicas del  tipo  de  la RNasa  T1. A 
pesar de este menor tamaño,  la HtA mantiene  la actividad ribonucleolítica específica 
de  la  ‐sarcina  frente  al  SRL  y  es  también  capaz  de  interaccionar  con membranas 
lipídicas  (Herrero‐Galán et  al. 2008).  Todas  las  características de  las  ribotoxinas han 
tenido que acomodarse, por tanto, en una estructura más pequeña, con lo cual existe 
la  posibilidad  de  que  algunas  regiones  de  la  proteína  hayan  perdido  o  adquirido 
funcionalidades con respecto a las de la ‐sarcina. Así pues, el estudio de mutantes de 
HtA contribuye a aclarar estas cuestiones. Como se ha comentado en la Introducción, 
una de  las diferencias más obvias  a  la hora de  comparar  la ‐sarcina  y  la HtA es  la 
longitud de  la horquilla  amino terminal. Una región que se sabe que es  importante 
en la actividad ribonucleolítica, la interacción con membranas y el reconocimiento del 
ribosoma por parte de las ribotoxinas clásicas, las de mayor tamaño (García‐Ortega et 
al. 2002). Esta horquilla  amino terminal no sólo es significativamente más corta sino 
que además posee menos cargas positivas que la de la ‐sarcina (Figura D1). Por este 
motivo,  se  ha  abordado  el  estudio  de  esta  estructura  y  de  la  posibilidad  de  que  el 
acortamiento de esta región se vea compensado por  la mayor  longitud y orientación 
del bucle 5 en la HtA, que además contiene varias lisinas susceptibles de sustituir a las 
que  aparecen  en  la  horquilla    amino  terminal  de  la  α‐sarcina.  Para  ello  se  han 
producido  y  caracterizado  diferentes  variantes  mutantes  de  HtA:  el  mutante  de 
deleción (8‐15) y  las mutaciones puntuales K115E, K118E y K123E que afectan a  las 
lisinas  anteriormente  mencionadas.  Al  contrario  de  lo  que  ocurría  al  eliminar  la 
horquilla de  la ‐sarcina, donde se perdía  la capacidad de reconocer específicamente 
el ribosoma (García‐Ortega et al. 2002), esta deleción da lugar en la HtA a una variante 
que sí mantiene  la actividad ribonucleolítica tanto frente a ribosomas como frente al 
SRL aislado, si bien esta actividad es menor que  la de  la proteína silvestre. Ocurre  lo 
mismo con el  resto de mutaciones puntuales del bucle 5. A  la hora de abordar este 
trabajo, ya  se había demostrado  cómo el  centro activo de esta  ribotoxina es menos 
rígido que el de la ‐sarcina, dado que mutaciones puntuales en el centro activo de la 
HtA no producen la pérdida completa de la actividad catalítica específica de la enzima 
(Herrero‐Galán et al. 2012a). Este  resultado  se consideró muy  llamativo dado que  la 
sustitución de  los  residuos equivalentes en  la ‐sarcina convertían a esta enzima en 
una  RNasa  completamente  inactiva  (Lacadena  et  al.  1999).  Esta  flexibilidad,  sin 
embargo, parece convertir a la HtA en una enzima cuya especificidad depende más del 
contexto de  las  interacciones con su sustrato, ya que  los mencionados mutantes sólo 
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son capaces de cortar el SRL cuando  forma parte del  ribosoma  (Herrero‐Galán et al. 
2012a).  Los  resultados  recogidos  ahora  en  este  apartado  de  la  Memoria,  en 
concordancia con estos resultados anteriores, sugieren que aún presentando la misma 
actividad,  variaciones  en  el microentorno  de  los  centros  activos  afectan  de  distinta 
manera a  la HtA y  la ‐sarcina, presentando una mayor plasticidad  la HtA, donde  los 
cambios en su centro activo pueden ser compensados sin apenas pérdida de actividad 
específica. Así, la ‐sarcina poseería un centro activo más rígido, donde la modificación 
de alguno de los residuos implicados en la catálisis da lugar a variantes completamente 
inactivas. 
Figura D.1.‐Comparación de  la estructura de  la horquilla  amino  terminal  (azul) y del bucle 5 
(naranja)  de  la  ‐sarcina  y  de  la  HtA,  destacando  todas  las  lisinas  que  contienen.  Ambos 
esquemas han sido generados con el programa PyMol. 
  Aunque  en  principio  parece  que  la  horquilla    amino  terminal  de  la HtA  no 
participaría  en  el  reconocimiento  del  ribosoma,  es  posible  que  el  bucle  5  pueda 
compensar en este sentido la deleción de dicha horquilla. Sería interesante comprobar 
el comportamiento de una variante donde se eliminasen ambas estructuras (bucle 5 y 
horquilla  amino terminal), para poder determinar su  función. Las  lisinas estudiadas 
podrían  estar  supliendo  la  falta  de  cargas  positivas  de  la  horquilla,  ya  sea  para  el 
reconocimiento del ribosoma o en la interacción con membranas celulares. Este último 
aspecto  no  se  ha  abordado  en  la  Memoria,  pero  debido  a  su  orientación  en  la 
estructura  de  la HtA  y  a  raíz  de  los  resultados  de  citotoxicidad  frente  a  células  de 
insecto, donde el mutante K123E presenta una  IC50 unas 10 veces menor que  la HtA 
silvestre,  la K123, parece  ser un buen  candidato para establecer estas  interacciones 
con lípidos. 
Caracterización de una nueva ribotoxina: la anisoplina de Metarhizium anisopliae 
  Hasta la fecha, la mayor parte de las ribotoxinas fúngicas bien caracterizadas se 
han descrito en hongos del género Aspergillus.  Si bien, el descubrimiento de que el 
hongo  entomopatógeno  Hirsutella  thompsonii  producía  la  ribotoxina  HtA  abrió  la 
posibilidad  de  que  esta  familia  de  proteínas  estuviera más  extendida  de  lo  que  se 
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pensaba  inicialmente.  Las  técnicas  de  secuenciación  genómica  han  puesto  a 
disposición de la comunidad científica el genoma completo de multitud de organismos, 
entre  ellos  un  número  creciente  de  hongos  (Galagan  et  al.  2005, Oka  et  al.  1990), 
permitiendo,  mediante  la  comparación  de  sus  secuencias,  la  búsqueda  de  nuevas 
ribotoxinas.  Se  ha  analizado  la  posible  presencia  de  genes  que  codificaran  para 
ribotoxinas en el hongo entomopatógeno Metarhizium anisopliae, de especial  interés 
en biotecnología. El género Metarhizium  se distribuye por  todo el planeta, desde el 
ártico a los trópicos. Algunas especies, como M. acridum, son altamente específicas de 
especie,  mientras  que  otras  como  M.  anisopliae  poseen  una  especificidad  menos 
restringida, resultando patógeno para más de 200 especies de  insectos, entre ellos el 
mosquito portador de  la malaria. Este hongo contiene más genes en su genoma que 
otros de  la misma especie,  lo que  le hace más versátil y, probablemente, explique  la 
elevada variedad de especies que afecta (Oka et al. 1990). Esta característica convierte 
a M.  anisopliae  en  un perfecto  candidato  para  su  uso  como  agente para  el  control 
biológico. El análisis del genoma de M. anisopliae reveló la existencia de una proteína 
semejante a  la HtA que compartía un 70% de  identidad de secuencia con ella (Figura 
A3.1). Esta potencial  ribotoxina se bautizó como anisoplina, nombre que abreviamos 
como  Anp.  Además,  el  alineamiento  de  secuencias  indica  que  existen  proteínas 
similares a ésta (95‐99% de  identidad de secuencia, resultados no mostrados en esta 
Memoria)  en  otras  especies  de Metarhizium.  El  análisis  del medio  de  cultivo  de M. 
anisopliae  demostró  la  presencia  de  la  actividad  ribonucleolítica  específica  de  las 
ribotoxinas, ya que se observaba la liberación de fragmento  característico al ensayar 
distintas  alícuotas  del  medio  frente  a  un  lisado  de  reticulocitos  (Figura  A3.1).  No 
obstante,  no  se  detectó  ninguna  proteína  en  el  medio  extracelular  a  la  que 
responsabilizar  de  esta  actividad,  probablemente  porque  en  las  condiciones  de 
laboratorio empleadas se produce en cantidades mínimas.  
  Se optó entonces por la producción de la proteína de forma recombinante, con 
el mismo planteamiento que el utilizado para la ‐sarcina (Garcia‐Ortega et al. 2000). 
Se purificó a homogeneidad una proteína del  tamaño esperado  cuya caracterización 
estructural reveló muy pocos cambios en comparación con la estructura de la HtA. Lo 
más relevante, quizás, fueron los datos de emisión de fluorescencia, que sugerían una 
mayor  contribución  de  los  triptófanos  de  la  Anp,  pese  a  estar  conservados  con 
respecto  a  la  HtA.  Algo  que  se  ha  atribuido  a  un  diferente microentorno  de  estos 
residuos en la estructura tridimensional de la proteína. Los programas de predicción de 
estructura de proteínas Phyre2 y SWISS‐MODEL sugieren que  la Anp posee  la misma 
estructura  tridimensional  que  la  HtA,  con  pocos  cambios  en  los  elementos  de 
estructura secundaria (Figura D.2). 
  La caracterización funcional de la Anp se centró en la detección de la actividad 
ribonucleolítica  específica  de  las  ribotoxinas.  De  acuerdo  con  este  criterio,  Anp  se 
comportó  como  una  ribotoxina  frente  a  todos  los  sustratos  ensayados,  con  una 
actividad citotóxica comparable a la de HtA, como se deduce de los valores de IC50 en 
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excepción dentro de esta familia. La descripción de la Anp como una ribotoxina sugiere 
la  posibilidad  de  que HtA  no  sea  tan  excepcional  como  parecía,  sino más  bien  que 
forme parte de un subgrupo de ribotoxinas. El estudio pormenorizado del genoma de 
otros hongos distintos  a Metarhizium probablemente  revele  la existencia de nuevas 
ribotoxinas, apoyando  la  idea de que este grupo de toxinas está más extendido de  lo 
que se pensaba hasta ahora. Llama  la atención que estas dos ribotoxinas, HtA y Anp, 
sean  producidas  por  hongos  entomopatógenos,  mientras  que  el  resto  están 
producidas por hongos del género Aspergillus. Quizás estos dos tipos de hongos hayan 
utilizado  las  ribotoxinas  con  diferentes  objetivos,  adaptando  su  estructura  y 
funcionalidad en cada caso; así, mientras que Aspergillus parece que  las utiliza como 
defensa frente a depredadores durante  la maduración de  los conidios, puede que  los 
hongos entomopatógenos como Hirsutella o Metarhizium  las utilicen como un  factor 
de  virulencia  frente  a  los  insectos  que  parasitan.  El  descubrimiento  de  nuevas 
ribotoxinas como ésta es, en cualquier caso, muy  interesante desde el punto de vista 
biotecnológico, ya que puede tratarse de un factor de virulencia frente a insectos con 
potencial uso como insecticida, como se comentará más adelante. 
Toxinas en la defensa frente a depredadores 
  Las  ribotoxinas  se describieron por primera  vez  como agentes antitumorales. 
Eran eficaces  frente a  sarcomas y carcinomas  inducidos en  ratones;  sin embargo,  su 
citotoxicidad  resultó  ser  demasiado  inespecífica,  lo  que  limitó  su  uso  terapéutico 
(Olson and Goerner 1965, Roga et al. 1971). Durante los últimos 30 años, esta familia 
de toxinas se ha estudiado a nivel molecular y, actualmente, se conoce en gran detalle 
su estructura y mecanismo citotóxico (Lacadena et al. 2007). Ello ha permitido retomar 
su estudio como agente antitumoral, esta vez como dominio tóxico de inmunotoxinas 
(Carreras‐Sangrà  et  al.  2012,  Tome‐Amat  et  al.  2015a).  Estas  quimeras  ya  han 
demostrado con éxito su especificidad y eficacia  frente a xenotransplantes de cáncer 
de colon en ratones atímicos (Tome‐Amat et al. 2015c). 
  Obviamente, su aplicación terapéutica como agente antitumoral, está  lejos de 
su función biológica. En su ambiente natural, los hongos productores de ribotoxinas se 
encuentran bajo amenaza  constante de  fungívoros  tales  como  colémbolos, ácaros o 
insectos  (Berenbaum  and  Eisner  2008).  Una  de  las  estructuras más  vulnerables  al 
ataque de dichos depredadores serían los conidios, por el hecho de ser los encargados 
de  la reproducción y propagación del hongo. De hecho, parece que  las ribotoxinas se 
localizan  específicamente  en  las  fiálides  de  los  conidios  (Figura  I.3,  Brandhorst  and 
Kenealy  1992),  donde  se  detectan  durante  el  proceso  de  maduración  de  estas 
estructuras reproductoras, desapareciendo una vez termina ésta. En este sentido,  las 
ribotoxinas ejercerían una  función de defensa en  los conidios, y una vez degradadas, 
los depredadores serían capaces de alimentarse del hongo y  transportar y diseminar 
las  esporas  a  otros  lugares.  Por  tanto,  se  podría  considerar  a  las  ribotoxinas  como 
proteínas con función insecticida, ya que la mayor parte de los depredadores de estos 
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hongos son insectos. Dicha asunción viene apoyada además por los primeros estudios 
realizados  con  la  ribotoxina  HtA.  Esta  toxina  fue  identificada  en  primer  lugar  en 
filtrados  del  hongo  entomopatógeno  Hirsutella  thompsonii  como  una  proteína  de 
origen fúngico capaz de actuar sobre larvas de Galleria mellonella y Aedes aegypti (Liu 
et al. 1995, Mazet and Vey 1995), describiéndose después como una ribotoxina capaz 
de inactivar el ribosoma (Liu et al. 1996, Herrero‐Galán et al. 2008).  
  Ahora se ha explorado la posibilidad de que la función insecticida de la HtA no 
fuese un caso aislado, sino que constituyera la principal función de las ribotoxinas en el 
contexto  biológico  del  hongo. Con  esa  intención,  se  realizó  un  estudio  comparativo 
entre la HtA, con actividad insecticida previamente demostrada, y la ‐sarcina, una de 
las  ribotoxinas  más  representativas  (Resultados  B1,  Olombrada  et  al.  2013).  Los 
estudios  demostraron  la  toxicidad  de  ambas  proteínas  frente  a  larvas  de  Galleria 
mellonella (Figura B1.1) y cultivos de células de insecto (Figuras B1.2 y B1.3), casi con la 
misma  eficacia  y  una  toxicidad  dos  órdenes  de  magnitud  por  encima  de  la  que 
presentan frente a células tumorales humanas. Las mayores diferencias entre ellas se 
observaron al ensayar su actividad frente a ribosomas de insecto aislados. En ese caso 
lo que se evalúa es exclusivamente la capacidad de corte del SRL, sin tener en cuenta la 
habilidad de  las  toxinas de  atravesar membranas  lipídicas. En estos ensayos,  y  tal  y 
como se ha comentado antes,  la HtA  resulta significativamente más activa que  la ‐
sarcina  (Figura  B1.5).  Estos  resultados  confirman  una  característica  funcional  de  las 
ribotoxinas que  ya  se  sospechaba, que el paso a  través de  las membranas  fuese un 
paso  limitante  en  su  citotoxicidad.  De  hecho,  algo  similar  ocurre  al  comparar  la 
actividad  ribonucleolítica  sobre  los  ribosomas  y  la  citotoxicidad  de  la  HtA  y  la  Anp 
(Figura A3.3). Por otro lado, podría ocurrir que el mecanismo por el cual la ‐sarcina y 
HtA contactan con  las membranas  lipídicas sea diferente, como evidencia su distinto 
comportamiento  frente  a  vesículas modelo  (Gasset  et  al.  1989, Gasset  et  al.  1990, 
Herrero‐Galán et  al. 2008). No obstante, hay que  tener en  cuenta que en el medio 
natural hay muchos otros  factores que  también pueden modular  la  actividad de  las 
ribotoxinas,  como  la velocidad de  síntesis y de  transporte al medio extracelular o  la 
estabilidad  de  la  proteína  una  vez  secretada. Aspergillus,  productor  de ‐sarcina,  e 
Hirsutella,  productor  de  HtA,  aparecen  en  ambientes  diferentes,  y  por  tanto  la 
actividad de  sus  ribotoxinas podría no  ser directamente  comparable.  Los  resultados 
recogidos  en  esta  Tesis,  sin  embargo,  demuestran  que  ambas  toxinas  son  muy 
eficientes frente a insectos, apoyando la idea de que su función en el medio natural es 
la  de  defender  al  hongo  frente  a  insectos  depredadores  o  la  de  contribuir  al 
establecimiento de relaciones de parasitismo con ellos. La caracterización de la nueva 
ribotoxina  Anp  de Metarizhium  anisopliae  ha  demostrado  que  esta  toxina  también 
mantiene su actividad  frente a células de  insecto con  la misma eficiencia con que  lo 
hace la HtA, lo que refuerza esta hipótesis. 
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Desarrollo de nuevos biopesticidas basados en las ribotoxinas 
  Los biopesticidas se encuentran entre las nuevas estrategias para el control de 
plagas  de  insectos  y  otros  patógenos.  Son  una  buena  alternativa  a  los  agentes 
químicos, que presentan problemas como la creciente resistencia y la toxicidad (Glare 
et  al.  2012).  Los  hongos  entomopatógenos  como  H.  thompsonii  juegan  un  papel 
fundamental en el control natural de plagas de  insecto. De hecho, en conjunto, este 
tipo  de  hongos  puede  atacar  a  casi  cualquier  especie  de  insecto  conocida,  aunque 
individualmente  son  bastante  específicos  de  especie. Algunos  de  ellos  incluso  ya  se 
están comercializando como agentes de control biológico o biopesticidas. Es el caso de 
Beauveria o Metarhizium (Kim et al. 2014, Faria and Wraight 2007), o el propio hongo 
productor  de  la  HtA,  H.  thompsonii,  que  en  algunos  casos  ha  demostrado  ser más 
eficaz  que  los  anteriores  (Rossi‐Zalaf  and  Alves  2006).  Sin  embargo,  todos  ellos 
presentan  limitaciones en entornos naturales, fuera del control del  laboratorio, sobre 
todo  en  su  especificidad, distribución,  vida media  y  eficacia  en el  campo  (Sreerama 
Kumar and Singh 2008). Para  superar dichas  limitaciones,  se han abordado distintas 
estrategias.  Una  de  ellas  es  la modificación  genética  del  hongo  para  aumentar  su 
virulencia  o  su  espectro  de  acción,  si  bien,  el  uso  de  organismos  modificados 
genéticamente (OMG) no está del todo extendido debido a la negativa imagen pública 
acerca  de  este  tipo  de  organismos. Otra  opción  es  la modificación  genética  de  los 
propios cultivos, haciendo que expresen factores de virulencia contra insectos u otras 
plagas. Un ejemplo de ello es el arroz  transgénico que expresa  la proteína AFP, una 
proteína  antifúngica  secretada  por  Aspergillus  giganteus  junto  a  la  ribotoxina  ‐
sarcina.  En  este  caso,  el  arroz  presenta  resistencia  a  algunos  de  los  hongos 
filamentosos  más  patógenos,  como  Magnaporte  grisae  (Moreno  et  al.  2005).  De 
nuevo,  la reticencia en el uso de OMG está frenando  la  implantación de este tipo de 
cultivos.  
  El  conocimiento  del  mecanismo  de  infección  que  utilizan  los  hongos  ha 
permitido  también  aislar  y  caracterizar  metabolitos  tóxicos  de  los  hongos  con  la 
intención  de  usarlos  de  manera  individual  o  en  combinación  con  otros  como 
biopesticidas,  e  incluso  modificarlos  para  desarrollar  fórmulas  mejoradas.  Todo  el 
conocimiento acumulado sobre  la estructura y  función de  las  ribotoxinas  fúngicas se 
podrían  utilizar  para  el  desarrollo  de  biopesticidas  de  este  tipo.  Las  ribotoxinas  ‐
sarcina  y HtA  ya  se están estudiando  con  la  intención de utilizarse en el  control de 
plagas. En colaboración con el grupo de Manejo Integrado de Plagas de la Universidad 
Politécnica  de  Madrid  se  están  poniendo  a  punto  ensayos  de  toxicidad  de  las 
ribotoxinas,  administrando  éstas  por  vía  oral  o  tópica  a  especies  de  insectos  como 
Spodoptera  exigua  y  Ceratitis  capitata  (Tabla D.1). Hasta  ahora  no  se  han  obtenido 
resultados satisfactorios, ya que la administración de ribotoxinas aisladas no afecta a la 
mortalidad  ni  a  la  fertilidad  de  los  insectos.  Es  probable  que  el  método  de 
administración no sea el adecuado o que la toxina sola no sea suficiente para inducir la 
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muerte del insecto. En el medio natural, el hongo entomopatógeno utiliza un cóctel de 
metabolitos  insecticidas,  entre  los  que  se  incluyen  enzimas  capaces  de  degradar  la 
cutícula  del  insecto  para  poder  invadirlo  y  crecer  en  su  interior.  Por  ello,  los 
biopesticidas que combinan varios metabolitos tóxicos resultarían más eficaces. 
  No hay que olvidar que las ribotoxinas fúngicas pueden inactivar cualquier tipo 
de  ribosoma,  con  lo  que  su  uso  como  biopesticidas  estaría  restringido  debido  a  la 
posible  citotoxicidad  en  humanos.  Este  problema  podría  solucionarse  utilizando 
variantes  mutantes  que  sean  incapaces  de  atravesar  las  membranas  de  células 
humanas o, alternativamente, se puede recurrir al uso de baculovirus silvestres. Su uso 
ya  se  está  aplicando  con  otros  sistemas  y  parece  muy  prometedor  debido  a  su 
especificidad  frente  a  insectos. Más  aún,  los  baculovirus  recombinantes  diseñados 
para aumentar su virulencia resultan una mejor alternativa (Cory et al. 1994, Inceoglu 
et al. 2001, Gramkow et al. 2010, Shim et al. 2013). Sería interesante utilizar este tipo 
de  vector  para  la  administración  de  ribotoxinas.  El  gen  de  la  ‐sarcina,  la  HtA  o 
cualquier  otra  ribotoxina,  o  variante mutante  de  éstas,  se  podría  introducir  en  el 
genoma del baculovirus, de modo que la toxina sólo se expresase durante la infección 
del  insecto (Figura I.5). De este modo se conseguirían simultáneamente dos objetivos 
distintos: aumentar  la virulencia del virus, ya que  la toxina también sería  letal para el 
insecto, y evitar la citotoxicidad de ésta frente a otros organismos. 
1F=0.43 df=3.24 P=0.7360 
2F=0.80 df=3.24 P=0.8020 
3F=1.26 df=3.24 P=0.3089 
*Naturalis‐L (Beauveria bassiana 2.3% (2.3x106 viable conidia/mL). Máxima dosis comercial empleada. 
**Karate Zeon (Lambda cyhalotrin 10%). Máxima dosis comercial empleada. 
 
Tabla D.1.‐Mortalidad y fertilidad de Ceratitis capitata tras ingerir diferentes ribotoxinas fúngicas 
incluidas en la dieta. 
 
  Dado  que  H.  thompsonii  ha  resultado  ser  eficaz  en  el  tratamiento  frente  al 
ácaro Varroa destructor (Kanga et al. 2002, Peng et al. 2002, Shaw et al. 2002), uno de 
los  factores  implicados  en  el  colapso  de  las  colonias  de  abejas  de  la  miel  (Apis 
mellifera),  que  actualmente  constituye  un  grave  problema  para  los  países 
occidentalizados  (Evans  and  Schwarz  2011),  se  contempla  también  la posibilidad  de 
utilizar  las propiedades acaricidas de  las ribotoxinas. La abeja de  la miel no sólo tiene 
interés  comercial,  sino  que  resulta  imprescindible,  ya  que  estos  insectos  son 
polinizadores naturales de  los cultivos,  lo que aumenta  la necesidad de combatir esta 
Compuesto  Concentración 
(mg/L) 
Fertilidad1
(huevos/hembra y día) 
Fertilidad (%)
 a los 4 días2 
Fertilidad (%)  
a los 6 días3 
Mortalidad 
(%) a las 72h 
Tampón  0  25.57±2.60 78.18±4.14 59.52±2.46  0 
‐sarcina  2000  22.03±4.03 79.05±3.41 66.43±3.18  0 
Hirsutelina A  1000  27.43±3.98 82.75±3.17 67.14±3.37  0 
Beauveria bassiana* 
(control positivo) 
28.75  25.05±2.83 81.90±4.41 63.89±3.16  0 
Lambda‐cyhalotrin** 
(control negativo) 
20  ‐ ‐ ‐  100 
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enfermedad.  Puesto  que  algunos  baculovirus  son  capaces  de  atacar  especies  de  la 
subclase Acari, podría  resultar  interesante el desarrollo de  virus  recombinantes que 
expresasen HtA y analizar su efecto sobre los ácaros y la viabilidad de las abejas. 
  En esta Tesis Doctoral se ha descrito una nueva  ribotoxina,  la Anp, producida 
por M.  anisopliae.  Dicho  hongo  se  ha  utilizado  como  agente  de  control  biológico, 
destacando  su  actividad  frente  al  mosquito  de  la  malaria  Anopheles  gambiae 
(Whetstone and Hammock 2007). La principal estrategia en  la  lucha contra  la malaria 
es  la  utilización  de  insecticidas  frente  al mosquito  que  transmite  el  parásito  que  la 
produce (Plasmodium spp.). La Organización Mundial de la Salud ya alertó en 2012 de 
que el abuso de insecticidas estaba causando la aparición de mosquitos resistentes, lo 
que podría acarrear graves consecuencias para la salud pública. Por ello resulta de vital 
importancia  el  desarrollo  de  nuevas  estrategias  de  control  biológico  frente  a  estos 
mosquitos.  En  concreto,  la  ribotoxina  Anp  podría  ser  un  factor  de  virulencia 
importante, y  su aprovechamiento como biopesticida, ya  sea  sólo o en combinación 
con  otras  moléculas,  o  formando  parte  de  baculovirus,  se  presenta  como  una 
oportunidad  para  controlar  la  población  de  Anopheles  y  así  tratar  de  combatir  la 
transmisión del parásito que causa la malaria. 
Mecanismo de interacción de las ribotoxinas con el ribosoma eucariota 
  La elevada especificidad que presentan  las ribotoxinas por un único enlace del 
ribosoma lleva a pensar que deben establecer una serie de interacciones con éste que 
las  guíen  de manera  eficiente  hacia  el  SRL.  Una  vez  internalizadas  en  la  célula,  la 
naturaleza básica de las ribotoxinas les permitiría encontrar rápidamente el ribosoma, 
de naturaleza ácida. La  toxina difundiría entonces por su superficie hasta  localizar el 
SRL. La importancia de las interacciones electrostáticas que se establecen inicialmente 
con el ribosoma se han estudiado en profundidad (Korennykh et al. 2006, Korennykh 
et al. 2007, Plantinga et al. 2008, Plantinga et al. 2011), demostrando ser claves para el 
reconocimiento y adecuado corte del SRL, como se ha comentado anteriormente. De 
hecho,  la  velocidad  con  la  que  la ‐sarcina  hidroliza  el  ribosoma  completo  es  unas 
1000 veces superior a  la que muestra con análogos del SRL aislados (Korennykh et al. 
2006, Endo et  al. 1988). Pero no parece  factible que el  reconocimiento del  SRL por 
parte de  las ribotoxinas dependa exclusivamente de  las  interacciones electrostáticas, 
sino que es probable que  se establezcan contactos más específicos con  regiones del 
ribosoma que  las ayuden en su reconocimiento específico. En este contexto, ya se ha 
predicho  el  establecimiento  de  contactos  entre  la  ‐sarcina  y  algunas  proteínas 
ribosomales  (García‐Mayoral et al. 2005). Mediante  la modelización de  la  interacción 
que  tendría  lugar  entre  la  ‐sarcina  y  el  ribosoma  de  Haloarcula  marismortui,  se 
predijo  que  la  horquilla    amino  terminal  establecería  contactos  con  la  proteína 
ribosomal uL14, mientras que el bucle 2  lo haría  con  la proteína  ribosomal uL6.  Sin 
embargo,  no  es  descartable  que  se  produzcan  interacciones  adicionales  con  otros 
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elementos  ribosomales, o que estas  interacciones  sean distintas en el  caso de otras 
ribotoxinas diferentes. 
  Las proteínas inactivantes del ribosoma (RIPs), sin ir más lejos, comparten diana 
con las ribotoxinas a pesar de que no existen similitudes entre ellas, ni en su secuencia, 
ni en su estructura. La ricina, una RIP que se produce en  las semillas de  la planta del 
ricino  (Ricinus  communis),  es  una  de  las  toxinas  más  potentes  que  se  conocen, 
considerándose  como  una  potencial  arma  biológica.  Esta  familia  de  toxinas  se 
caracteriza  por  su  actividad  N‐glicosidasa  sobre  una  adenina  del  SRL  conservada 
universalmente (A4324 del rRNA 28S de rata, A2660 del rRNA 23S de E.coli), precisamente 
la adenina adyacente al enlace fosfodiéster que corta  la ‐sarcina (G2661‐A2662). Como 
sucede  con  las  ribotoxinas,  las  interacciones  electrostáticas  juegan  un  papel 
importante en el reconocimiento inicial del SRL por parte de las RIPs (Korennykh et al. 
2007). No obstante, para  las RIPs ya se ha demostrado  la existencia de  interacciones 
específicas con ciertas estructuras del ribosoma. Así, se ha descrito la interacción entre 
la  proteína  antiviral  del  carmín  (Pokeweed  Antiviral  Protein,  PAP)  y  la  proteína 
ribosomal L3 (Hudak et al. 1999), y también  la  interacción de RIPs como  la ricina o  la 
toxina  de  Shiga  1  (Stx1)  con  las  proteínas  del  tallo  ribosómico  (Chiou  et  al.  2008, 
McCluskey et  al. 2008).  Este  tallo  ribosómico es una protuberancia de  la  subunidad 
mayor  del  ribosoma  encargada  de  reclutar  factores  de  elongación  durante  la 
traducción y está implicado en la activación de la actividad GTPasa de los factores EF‐G 
y  EF‐Tu  (Mohr  et  al.  2002,  Gonzalo  and  Reboud  2003,  Diaconu  et  al.  2005).  Está 
formado por una proteína central, uL10, a la que se anclan dímeros de proteínas ácidas 
(P1/P2  en  eucariotas,  bL12  en  procariotas).  En  particular,  el  tallo  ribosómico  de  S. 
cerevisiae  consta de dos heterodímeros  (P1/P2‐P1/P2) que  se  anclan  a uL10  a 
través  de  su  extremo  amino  terminal  (Guarinos  et  al.  2001).  La  proteína  uL10  es 
esencial para  la viabilidad de  la  levadura  (Santos and Ballesta 1994), mientras que  la 
deleción de una o varias de  las proteínas ácidas P1 y P2 da  lugar a cepas viables de 
levadura; eso sí, con una velocidad de crecimiento reducida (Remacha et al. 1995). El 
tallo ribosómico es una estructura muy dinámica donde las proteínas ácidas P1/P2 no 
están siempre unidas al ribosoma. Existe un reservorio de estas proteínas en el citosol 
que sólo se unen a ribosomas completos 80S y polisomas. El ensamblaje de este tallo 
es, además, una de  las últimas etapas del proceso de biogénesis y maduración de  los 
ribosomas. Una  vez  terminada  la  traducción,  los  heterodímeros  se  desensamblan  y 
vuelven  a  encontrarse  libres  en  el  citosol  (Bautista‐Santos  and  Zinker  2014), 
repitiéndose  el  ciclo. Volviendo  a  la  interacción  de  las  RIPs  con  el  tallo  ribosómico, 
parece que éstas siguen un modelo de unión en dos etapas: en primer lugar, a través 
de interacciones electrostáticas no específicas las moléculas de ricina se concentran en 
la  superficie  del  ribosoma  y,  en  una  segunda  etapa,  contactan  entonces  con  las 
proteínas ácidas del tallo ribosómico, que son las encargadas de aproximar la toxina y 
orientar su centro activo hacia el SRL (Chiou et al. 2008, Li et al. 2009, May et al. 2012, 
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Li et al. 2013, May et al. 2013). Además, parece que  la ricina  tiene más afinidad por 
uno de los dos heterodímeros P1/P2 que forman el tallo (Grela et al. 2014). 
  Se ha descrito  la  interacción de varias RIPs con el tallo ribosómico, si bien, no 
todos  los miembros de esta  familia de  toxinas  lo hacen. Cabe destacar que  algunas 
RIPs  sólo  inactivan  ribosomas  eucariotas  (ricina),  mientras  que  otras  inactivan 
ribosomas  tanto eucariotas como procariotas  (PAP), por  lo que se ha propuesto que 
existan diferentes mecanismos de  interacción con el  ribosoma, dando así  lugar a  las 
distintas  especificidades  de  cada  toxina.  Parece  que  la  interacción  con  el  tallo 
ribosómico  ha  sido  un mecanismo  de  evolución  convergente  adoptado  por  algunas 
RIPs (Lapadula et al. 2012). Los resultados de esta Memoria  indican que  la ribotoxina 
‐sarcina,  sin  embargo,  no  utiliza  el  tallo  ribosómico  para  interaccionar  con  el 
ribosoma  y  aproximarse  al  SRL  (Resultados  C1;  Olombrada  et  al.  2014b).  Los 
experimentos realizados tanto in vivo como in vitro prueban que el corte de este bucle 
de RNA por parte de la ‐sarcina se produce tanto en presencia como en ausencia de 
las proteínas ácidas del tallo. Por tanto, todo parece  indicar que  la ‐sarcina sigue un 
mecanismo alternativo de  interacción  con el  ribosoma. No es descartable que dicho 
mecanismo  sea  similar  al  de  la  PAP,  una  RIP  que  también  inactiva  ambos  tipos  de 
ribosomas, por  lo que sería  interesante estudiar  la posible  interacción de  la ‐sarcina 
con  la proteína ribosomal uL3. Además, dadas  las distintas estructuras mostradas por 
ribotoxinas como  la ‐sarcina y  la HtA y  los diferentes  resultados mostrados en esta 
Tesis a la hora de inactivar ribosomas por parte de la ‐sarcina, la HtA y la Anp (Figuras 
A3.3 y B1.5), resultaría interesante también comparar el mecanismo de interacción de 
estas tres ribotoxinas con el ribosoma, ya que podrían existir diferencias. 
La maduración del ribosoma como nueva diana de las ribotoxinas  
  En  general,  el  proceso  de  ensamblaje  de  los  ribosomas  es  complejo  para  la 
célula  y muy  costoso  en  términos  energéticos. Una  levadura,  por  ejemplo,  necesita 
sintetizar alrededor de 200.000 ribosomas para poder dividirse. El estudio de la ruta de 
biogénesis  del  ribosoma  durante  los  últimos  20  años  ha  permitido  conocerla  con 
detalle. En ella participan más de 300 factores, entre proteínas y RNAs (Woolford and 
Baserga 2013, Gerhardy et al. 2014, de la Cruz et al. 2015). Como ya se ha descrito en 
la  Introducción,  el  ensamblaje  de  las  subunidades  ribosomales  comienza  en  el 
nucleolo,  pero  prosigue  en  el  nucleoplasma  y  en  el  citosol,  hasta  que  se  forma  la 
partícula funcionalmente activa y madura. 
  Hasta ahora, la actividad de las ribotoxinas fúngicas sólo se había estudiado en 
ribosomas  maduros.  Puesto  que  las  partículas  pre‐60S  también  contienen  rRNA 
susceptible de ser atacado por las ribotoxinas, en el trabajo recogido en esta Memoria 
se pretendió estudiar si estos ribosomas aún inmaduros también podían ser su diana. 
Para ello se utilizó la levadura S. cerevisiae como organismo modelo, ya que el proceso 
de biogénesis del ribosoma en levaduras se conoce en gran detalle. Para poder cortar 
partículas  pre‐60S  en  estadíos  tempranos  de maduración,  la  ‐sarcina  debería  ser 
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capaz de acceder al núcleo de la levadura. Por su pequeño tamaño, es posible que esta 
ribotoxina  pudiese  pasar  a  través  del  poro  nuclear  simplemente  por  difusión.  La 
microscopía  de  fluorescencia  reveló  que  la  ‐sarcina  fusionada  a  GFP  estaba 
efectivamente dispersa por  toda  la célula,  incluido el núcleo,  indicando que  sí podía 
tener acceso a  las mencionadas pre‐60S  tempranas, algo que ya  se había planteado 
previamente (Alford et al. 2009). Durante estas primeras etapas de  la maduración, el 
rRNA 25S no está del  todo procesado, de modo que  las partículas pre‐60S nucleares 
tempranas  contienen  sobre  todo pre‐rRNA 27S.  Los  resultados que  se presentan en 
esta Tesis sugieren que dicha forma de pre‐rRNA no puede ser cortada por la ‐sarcina 
(Figura  C2.1).  En  conjunto,  todo  parece  indicar  que  esta  ribotoxina  actúa 
principalmente sobre partículas pre‐60S citoplásmicas a pesar de ser capaz de acceder 
al  interior  nuclear.  La  purificación  de  partículas  pre‐60S  en  distintos  estadíos  de 
maduración utilizando la técnica de purificación de afinidad en tándem (TAP, del inglés 
Tandem Affinity Purification) confirmó esta observación, puesto que  la  liberación del 
fragmento    era más  evidente  en  partículas  pre‐60S  tardías  como  las  asociadas  a 
Kre35‐TAP o Arx1‐TAP, mientras que apenas se detectó en las tempranas como las que 
se purifican unidas a Ssf1‐TAP o Rix1‐TAP y que están enriquecidas en pre‐rRNA 27S 
(Figura C2.1). A primera vista, resulta muy interesante que la ‐sarcina pueda discernir 
entre  rRNA  25S  y  pre‐rRNA  27S.  Asumiendo  que  es  capaz  de  entrar  en  el  núcleo 
celular, como así parece, se plantea la cuestión de si el SRL no estará aún estructurado 
en  las  moléculas  de  pre‐rRNA  27S  o  si  se  trata  más  bien  de  un  problema  de 
accesibilidad de la ‐sarcina, debido a la gran cantidad de factores de ensamblaje que 
forman  las partículas pre‐60S  tempranas. En este  sentido, el pre‐rRNA 27S  contiene 
una  larga  secuencia espaciadora  ITS1 que es eliminada durante  su procesamiento  a 
rRNA 25S, de  forma que no es descartable que el plegamiento del pre‐rRNA esté de 
algún modo escondiendo o enmascarando el SRL. Además, los resultados recogidos en 
el apartado C2 parecen indicar que las ribotoxinas pueden inactivar partículas pre‐60S 
aún  no  completamente  ensambladas,  y  no  sólo  ribosomas  maduros.  Esto  podría 
contribuir a  la alta eficiencia de estas  toxinas, ya que atacando una  ruta  celular  tan 
valiosa  para  la  célula  estarían  potenciando  su  acción  tóxica  y  probablemente 
acelerando la muerte celular. 
  Puesto  que  la  ‐sarcina  parece  actuar  también  a  nivel  de  la  maduración 
ribosomal, resulta interesante estudiar las consecuencias que tendría la inactivación de 
partículas pre‐60S sobre el conjunto de eventos que comprende  la biogénesis de  los 
ribosomas. La falta de subunidades 60S funcionales en el citoplasma, no obstante, no 
parece provocar ningún desequilibrio en el transporte de subunidades pre‐60S o pre‐
40S  a  través  del  poro  nuclear  (Figura  C2.5).  Tampoco  parece  afectar  al  transporte 
núcleo‐citoplasma  de  los  factores  de  ensamblaje  (Figura  C2.3). Uno  de  los  factores 
analizados es Tif6 (eIF6 en humanos), que se encarga de prevenir  la asociación de  las 
dos  subunidades  del  ribosoma  cuando  éstas  no  están  aún  listas  para  comenzar  la 
traducción (Menne et al. 2007b). Se trataría de un mecanismo de comprobación por el 
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cual se detectaría que la subunidad está correctamente ensamblada, desencadenando 
entonces  la activación de  la GTPasa Efl1 que, en  combinación  con Sdo1,  induciría  la 
liberación de Tif6 de  la subunidad 60S, permitiendo  la entrada en traducción de esta 
última.  La  resolución  de  la  estructura  de  la  subunidad  60S  asociada  al  factor  eIF6 
(Klinge et al. 2011) muestra cómo este factor  interacciona con uL23 y, curiosamente, 
está colocado muy cerca del SRL, aunque no lo suficientemente como para cubrirlo por 
completo (Figura D3). En ese sentido, es posible que la ‐sarcina pueda tener acceso al 
SRL  incluso en presencia de Tif6 en  la  subunidad pre‐60S,  lo que  concuerda  con  los 
resultados de esta Memoria, en los que la toxina es capaz de cortar partículas pre‐60S 
que  contienen  Tif6  (Arx1‐TAP,  Kre35‐TAP,  Figura  D.4).  El  trabajo  de  Klinge  y 
colaboradores muestra cómo  la proteína uL23 se  localiza muy próxima al SRL, por  lo 
que  tampoco  es  descartable  que  la  ‐sarcina  pueda  establecer  algún  tipo  de 
interacción con ésta en su búsqueda del SRL. Asimismo, las similitudes estructurales y 
funcionales  entre  Efl1  y  el  factor  de  elongación  2  (EF2)  (de  la  Cruz  et  al.  2015), 
presumen un efecto similar de las ribotoxinas sobre la acción del primero tal y como se 
ha  descrito  previamente  para  los  factores  de  elongación  EF‐Tu  y  EFG  procariotas 
(García‐Ortega  et  al.  2010).  Algo  muy  interesante  de  abordar  en  un  futuro 
especialmente  en  el  contexto  de  ribosomopatías  como  el  síndrome  Shwachman‐
Diamond donde este paso de la biogénesis ribosomal no se da correctamente (Menne 
et al. 2007a).  
Figura D.3.‐  Estructura  tridimensional de  la  subunidad mayor del  ribosoma unida  al  factor de 
ensamblaje Tif6. A) Subunidad 60S de Tetrahymena termophila, destacando el SRL y el factor Tif6 
(adaptada de Klinge et al. 2011). B)  sitio de unión de Tif6 a  la  subunidad 60S de S.  cerevisiae 
(adaptada de Gartmann et al. 2010). Tif6 estaría interaccionando con la proteína uL23 y el SRL. El 
sitio de corte por la ‐sarcina también aparece señalado.  
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  La integridad del SRL es esencial para la correcta interacción con los factores de 
elongación  de  la  traducción.  De  hecho,  se  ha  propuesto  su  participación  en  la 
activación  de  la  actividad  GTPasa  de  estos  factores,  ya  que  en  bacterias  el  grupo 
fosfato de la A2662 (justo el enlace que corta la ‐sarcina) parece contactar con la His84 
de EF‐Tu y posicionarla en el centro activo para que pueda actuar como base general 
durante  la hidrólisis del GTP (Voorhees et al. 2010, Koch et al. 2015). No obstante, el 
papel que juega el SRL en la activación de la hidrólisis del GTP no está bien definido y 
genera  controversia.  Por  ejemplo,  la  síntesis  de  péptidos  en  condiciones 
independientes de EF‐G, no se ve afectada por el corte o despurinación del SRL (Chan 
and Wool  2008,  García‐Ortega  et  al.  2010).  Si  bien  este  tipo  de  traducción  no  es 
común, estos resultados se ven apoyados por otros donde se observa que la integridad 
del SRL no es necesaria para la hidrólisis de GTP por EF‐Tu o EF‐G (Shi et al. 2012), y el 
corte por ‐sarcina afecta de manera diferente a la unión de EF‐Tu y EF‐G al ribosoma 
(García‐Ortega et al. 2010). Desde  la perspectiva de  la maduración  ribosomal,  se ha 
propuesto  que  la  interacción  de  la  partícula  pre‐60S  con  el  factor  EFl1  sirva  como 
mecanismo de control del correcto ensamblaje del sitio P y del correcto plegamiento 
del SRL (Bussiere et al. 2012). Sólo si la subunidad 60S está correctamente ensamblada 
se  liberaría Tif6 y se completaría  la maduración de  la partícula. Los datos publicados 
hasta ahora describen el control del sitio P por parte de Efl1 y Sdo1, sin embargo poco 
o nada  se  sabe  sobre el  chequeo del  SRL. En  los  resultados C2 de esta Memoria  se 
muestra como  la ‐sarcina es capaz de cortar partículas pre‐60S que contienen Tif6. 
Sería  interesante  evaluar  la  capacidad  de  unión  y  la  actividad  GTPasa  de  Efl1  a 
partículas pre‐60S  tratadas con  sarcina. Si el corte del SRL  impide  la unión de Efl1 o 
bloquea  la  liberación  de  Tif6,  se  podría  afirmar  que  la  integridad  de  este  bucle  es 
necesaria para la correcta maduración del ribosoma.  
Figura  D.4.‐  Esquema  de  las  etapas  de  maduración  de  la  subunidad  60S  en  el  citoplasma 
(simplificada de de la Cruz et al. 2015).  
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  De los resultados presentados en esta Tesis, también se establece que el corte 
del  SRL  por  parte  de  la  ‐sarcina  no  afecta  al  procesamiento  del  rRNA  18S  de  la 
subunidad 40S (Figura C2.4). En general, el único efecto que parece tener la acción de 
la ‐sarcina in vivo sobre la biogénesis del ribosoma es un aumento exacerbado de la 
transcripción del pre‐rRNA 35S (Figura C2.4). Si bien, esto puede ser una consecuencia 
directa de la falta de ribosomas funcionales debido al corte del SRL en las subunidades 
60S. La célula detectaría una disminución de  la traducción, activando  la transcripción 
masiva  de  rRNA  con  el  objetivo  de  sintetizar más  ribosomas  para  compensarlo. No 
obstante, como  la velocidad de traducción es menor debido a  la acción directa de  la 
ribotoxina  sobre  los  ribosomas  maduros,  habrá  menos  proteínas  ribosomales 
disponibles,  siendo  imposible  para  la  célula  aumentar  la  velocidad  de  síntesis  de 
nuevos  ribosomas.  El  hecho  de  que  no  se  puedan  sintetizar  tampoco  los  factores 
proteicos implicados en la biogénesis ribosomal explica también que no se observe una 
acumulación de éstos en el citoplasma (Figura C2.3). Esto, provoca que el corte del SRL 
por parte de las ribotoxinas sea letal para las células, que no son capaces de dividirse. 
La RIP ricina parece presentar un comportamiento semejante al de  la ‐sarcina en  lo 
que  respecta a  la biogénesis del  ribosoma  (Dr. Tchorzewski, comunicación personal), 
actuando  mayoritariamente  sobre  las  últimas  etapas  de  maduración.  Esto  podría 
indicar que  la biogénesis del ribosoma no es  la principal diana de actuación de estas 
toxinas,  sino más bien un efecto  colateral de  su elevada especificidad.  En  cualquier 
caso, parece seguro afirmar que la inactivación de pre‐60S citoplásmicas no hace sino 
potenciar la citotoxicidad de la ricina y la ‐sarcina. 
Consideraciones finales 
  Se han tratado distintos aspectos de las ribotoxinas fúngicas, que van desde su 
función  en  el  contexto  biológico  del  hongo  que  las  produce  hasta  sus  posibles 
aplicaciones  biotecnológicas.  Se  ha  profundizado  en  el  estudio  de  las  relaciones 
estructura‐función de las proteínas ‐sarcina y HtA, dos miembros representativos de 
las ribotoxinas. En concreto, se han asignados nuevas funcionalidades a residuos de los 
bucles 2 y 3 de la ‐sarcina, y estudiado el papel de la horquilla  amino terminal de la 
HtA en su actividad citotóxica. Además, se ha descrito por primera vez la existencia de 
una ribotoxina en el hongo entomopatógeno Metarhizium anisopliae, de gran  interés 
dado su potencial biológico en el control del mosquito transmisor de  la malaria. Esta 
ribotoxina  se  ha  caracterizado  desde  un  punto  de  vista  estructural  y  funcional.  La 
comparación del comportamiento de  las ribotoxinas ‐sarcina y HtA frente a  insectos 
apoya  la  idea  de  que  en  la  naturaleza  los  hongos  utilizan  estas  toxinas  como 
insecticidas,  ya  sea  como  defensa  frente  a  depredadores  o  como  una  estrategia 
parasitaria.  En  conjunto,  todo  parece  apuntar  a  que  las  ribotoxinas  podrían  ser 
efectivas como biopesticidas en el control biológico de plagas. Si bien, el uso de éstas 
como herramientas biológicas requiere del conocimiento exhaustivo de su mecanismo 
de  acción.  Por  ello,  en  esta  Tesis  también  se  ha  profundizado  en  este  aspecto, 
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evidenciándose cómo  la ‐sarcina parece seguir un mecanismo de  interacción con el 
ribosoma eucariota distinto del que utilizan algunas RIPs como la ricina. Además, se ha 
demostrado  por  primera  vez  cómo  las  ribotoxinas  no  actúan  sólo  sobre  ribosomas 
maduros, sino que también podrían cortar el SRL de partículas pre‐60S en  las últimas 
etapas de maduración del ribosoma, potenciando su acción tóxica. Estas observaciones 
abren  la puerta al empleo de  las ribotoxinas como herramientas biotecnológicas a  la 
hora  de  estudiar  ciertas  enfermedades  raras  producidas  por  un mal  ensamblaje  o 
funcionamiento del ribosoma. 
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‐ La triada de  lisinas K111, K112 y K114 del bucle 3 de  la α‐sarcina es esencial para el 
reconocimiento  y  corte  del  SRL.  Los  residuos  K111  y  K114  parecen,además,  estar 
implicados  en  la  interacción  con  vesículas  lipídicas.  Asimismo,  se  ha  puesto  de 
manifiesto una red de  interacciones que parece ser esencial para  la catálisis y que se 
establece entre la K114 y la Y48 del centro activo. 
‐  El  residuo H82  no  parece  estar  implicado  en  la  actividad  ribonucleolítica  de  la  α‐
sarcina, ni en su interacción con vesículas lipídicas. Pero, si se reemplaza por glutamina 
(H82Q), tiene lugar un cambio conformacional que expondría residuos susceptibles de 
interaccionar con lípidos. 
‐ La deleción del bucle 2 completo de  la α‐sarcina, en el que se encuentra  la H82, da 
lugar  a  la  pérdida  de  actividad  catalítica  de  la  toxina  frente  a  todos  los  sustratos 
ensayados.  Por  lo  tanto  debe  estar  involucrado  en  interacciones  esenciales  con  el 
centro activo. Sin embargo, no afecta a las interacciones con lípidos. 
‐ Los mutantes de la HtA K115E, K118E, K123E en el bucle 5, y Δ(8‐15) en la horquilla β 
amino‐terminal, mantienen  su  actividad  ribonucleolítica  específica,  aunque  ésta  es 
menor  que  la  de  la  forma  silvestre.  Estos  resultados  apoyan  la  hipótesis  de  una 
compensación  entre  ambas  regiones  de  la  proteína  y  una mejor  adaptabilidad  del 
centro activo de la HtA con respecto al de la α‐sarcina. 
‐ La horquilla β amino terminal de la HtA y el residuo K123 del bucle 5 parecen jugar un 
papel  importante en  la actividad  insecticida de esta proteína sobre células de  insecto 
en cultivo. 
‐  Se ha  aislado  y  caracterizado una nueva  ribotoxina, denominada  anisoplina  (Anp), 
producida  por  el  hongo  entomopatógeno  Metarhizium  anisopliae,  que  posee  una 
estructura muy similar a la de la HtA y presenta la actividad ribonucleolítica específica 
típica de las ribotoxinas. 
‐ La HtA no es la única ribotoxina con propiedades insecticidas. La α‐sarcina es también 
capaz de actuar sobre  larvas, células y ribosomas de  insectos con  la misma actividad 
que la HtA. La Anp también posee propiedades insecticidas frente a células cultivadas 
in vitro. 
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‐ La α‐sarcina no  interacciona con  las proteínas ácidas del  tallo  ribosómico eucariota 
para  acceder  y  cortar  el  SRL,  por  lo  que  el mecanismo  de  reconocimiento  del  SRL 
parece ser diferente al que utilizan las RIPs del tipo de la ricina. 
‐ Una expresión basal de la α‐sarcina en S. cerevisiae resulta letal para todas las cepas 
ensayadas.  Por  eso  el  sistema  de  expresión  elegido  para  producir  esta  proteína 
intracelularmente  en  la  levadura  resulta  de  vital  importancia.  En  este  sentido,  los 
mejores resultados se han obtenido al utilizar el sistema de expresión de α‐sarcina en 
levaduras bajo control del promotor de galactosa. 
‐  La  α‐sarcina  es  capaz  no  sólo  de  cortar  específicamente  ribosomas maduros,  sino 
también  partículas  pre‐60S  en  las  últimas  etapas  de  la  maduración  ribosomal, 
principalmente en el citoplasma. 
‐ El pre‐rRNA 27S no es cortado por la α‐sarcina a pesar de que ésta puede acceder al 
núcleo de la célula donde se localiza. 
‐  La  actividad  ribonucleolítica  de  la  α‐sarcina  no  afecta  a  procesos  de  la  ruta  de 
biogénesis de ribosoma como el transporte de las subunidades pre‐60S y pre‐40S o el 
reciclaje  de  los  factores  que  contribuyen  a  su  correcta maduración.  No  obstante, 
parece desencadenar una  señal que aumenta  la  transcripción de pre‐rRNA 35S para 
compensar la falta de ribosomas funcionales en el citoplasma. 
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‐ The triad of lysines K111, K112 and K114 of loop 3 of ‐sarcin is essential to recognize 
and  cleave  the  SRL.  Moreover,  residues  K111  and  K114  seem  to  be  involved  in 
approaching lipid vesicles. Also, the interaction between residues K114 and Y48 seems 
to be essential for catalysis. 
‐ Residue H82 does not seem to be involved in the ribonucleolytic activity of ‐sarcin, 
nor  in  its  interaction with  lipid  vesicles. However, when  this  residue  is  replaced  by 
glutamine (H82Q), a conformational change occurs that would expose other residues 
capable of interacting with lipids. 
‐ Deletion of  the entire  loop 2 of ‐sarcin, which contains H82,  results  in  the  loss of 
catalytic  activity  of  the  toxin  against  all  substrates  assayed.  Therefore,  it must  be 
involved  in essential  interactions with  the active  site. However, deletion of  this  loop 
does not affect its ability to interactwith lipids. 
‐ HtA mutant variants K115E, K118E, K123E of loop 5 and (8‐15) of the N‐terminal ‐
hairpin retain their specific ribonucleolytic activity, but it is significantly lower than the 
observed  for  wild  type  HtA.  These  results  support  the  hypothesis  that  loop  5 
compensates the differences found in the N‐terminal ‐hairpin of HtA when compared 
to ‐sarcin, and that the active site of HtA seems more adaptable than that of ‐sarcin. 
‐ The N‐terminal ‐hairpin of HtA and the residue K123 of loop 5 seem to participate in 
the insecticidal activity of the protein on insect cell cultures. 
‐ A new ribotoxin, named anisoplin (Anp),which is produced by the entomopathogenic 
fungus Metarhizium  anisopliae,  has  been  characterized,  showing  a  similar  structure 
than HtA and the characteristicspecificribonucleolytic activity of ribotoxins. 
‐ HtA  is not the only ribotoxin with  insecticidal properties. ‐sarcin  is also capable of 
acting on  insect  larvae,  cells and  ribosomes with  the  same activity as HtA. Anp also 
displays these insecticidal properties against insect cell cultures. 
‐‐Sarcin does not interact with the acidic proteins of the eukaryotic ribosomal stalk to 
access and cleave  the SRL. Therefore,  the mechanism of  recognizing  the SRL  is quite 
different from that one used by RIPs like ricin. 
‐  Intracellular basal expression of ‐sarcin  in S.cerevisiae  is  lethal  to all  strains used. 
That is why the expression system chosen for its intracellular production in yeast is of 
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great  importance.  In  this  regard, best  results have been obtained with  the ‐sarcin 
expression system based on galactose promoter. 
‐ ‐sarcin  is capable of  inactivating not only mature ribosomes, but also  late pre‐60S 
particles, mainly during cytoplasmic maturation. 
‐ 27S pre‐rRNA is not cleaved by ‐sarcin even though the toxin can access the nucleus, 
where it is located.  
‐ The ribonucleolytic activity of ‐sarcin does not affect processes of  the pathway of 
ribosome  biogenesis  like  pre‐60S  and  pre‐40S  subunit  transport  or  the  recycling  of 
trans‐acting factors  involved  in the correct assembly of ribosomes. However, ‐sarcin 
activity  seems  to  trigger  a  signal  that  enhances  35S  pre‐rRNA  transcription  to 
compensate the lack of functional ribosomes in the cytoplasm. 
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ANEXO  
 
Otros  artículos  que  son  consecuencia  directa  del  trabajo  realizado  en  esta  Tesis 
Doctoral: 
 
  Elías Herrero‐Galán, Lucía García‐Ortega, Miriam Olombrada, Javier Lacadena, 
Álvaro Martínez del Pozo, José G. Gavilanes y Mercedes Oñaderra (2013) "Hirsutellin A: 
A paradigmatic example of the insecticidal function of fungal ribotoxins" Insects 4, 339‐
356. 
 
  Jaime Tomé‐Amat, Miriam Olombrada, Javier Ruiz de la Herrán, Eduardo Pérez 
Gómez,  Clara  Andradas,  Leopoldo  Martínez,  Álvaro  Martínez  del  Pozo,  José  G. 
Gavilanes  y  Javier  Lacadena  (2015)  "Efficient  in  vivo  antitumor  effect  of  an 
immunotoxic  based  on  ribotoxin  ‐sarcin  in  nude mice  bearing  human  colorrectal 
cancer xenografts" SpringerPlus, 4:168. 
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